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Resumen 
La infección por virus de la influenza A es una causa importante de enfermedades 
respiratorias, afectando diferentes especies de aves y mamíferos incluido el humano.  En 
los cerdos, además del efecto en salud animal, representa una amenaza para la industria 
porcina a nivel mundial por su impacto económico.  Desde el punto de vista de salud 
pública, la influenza plantea problemas debido a que el cerdo juega un papel importante 
como mediador en la transmisión inter-especie del virus.  Las vacunas disponibles 
actualmente para la prevención de influenza en cerdos, son de tipo inactivado, por lo que 
proveen una protección limitada contra la infección. 
 
En Colombia, a pesar de que la infección en cerdos ha sido detectada desde hace más 
de cuarenta años y recientemente se han aislado cepas de virus de influenza del tipo 
H1N1, no existe una vacuna aprobada contra el virus de influenza en cerdos, lo cual lleva 
a la necesidad de desarrollar una vacuna altamente eficaz, de rápida producción y de 
fácil manejo con el fin de evitar la transmisión inter-especies y la generación de nuevos 
subtipos virales.  Adicionalmente se requiere que la vacuna no represente un riesgo en 
cuanto a la posibilidad de recombinación con virus circulantes en los cerdos de campo y 
que la vacuna esté dirigida antigénica y molecularmente a los virus de influenza 
presentes en la especie porcina de Colombia.  
 
Con éste fin, en el presente trabajo se evaluó la capacidad antigénica de la 
Hemaglutinina (HA) del virus de influenza A del subtipo H1N1 en un vector de expresión 
de células de mamífero como un posible candidato a vacuna de virus recombinante en 
cerdos.  Se amplificó y se clonó en un Adenovector el gen de la HA a partir de 
secuencias de cepas del virus de influenza porcino H1N1 aislados de cerdos en 
Colombia.  La expresión de la proteína y amplificación del adenovector se realizó en 
células HEK- 293A.  La antigenicidad de la proteína expresada se evalúo mediante 
reactividad con sueros de cerdos serológicamente positivos a influenza como resultado 
de la exposición natural al virus de influenza porcina H1N1. 
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Se logró expresar la proteína HA y se demostró su reconocimiento por anticuerpos 
dirigidos contra el virus de influenza porcina H1N1 en sueros provenientes de cerdos de 
campo, lo que permitió evidenciar la presencia y conservación de epítopes existentes en 
la proteína recombinante.  La expresión de proteínas del virus de influenza como la 
proteína hemaglutinina, considerado el principal determinante antigénico en los virus de 
influenza, en un sistema eucariótico (Adenovector) constituye un candidato para el 
desarrollo de una vacuna que permita prevenir y controlar la diseminación de éste 
agente, y que induzca una respuesta inmune protectora, al mismo tiempo que elimina la 
posibilidad de reordenamiento genómico. 
 
Palabras Claves: Virus de influenza porcina, Vacunas, Adenovectores, Hemaglutinina 
 
 
Abstract 
Influenza virus infection is an important cause of respiratory disease affecting different 
species of birds and mammals including humans.  The disease represents a threat to the 
swine industry worldwide and is a significant problem due to the role that pigs could play 
as an intermediate host in the interspecies transmission of this virus.  Currently available 
vaccines to prevent of swine influenza are mainly inactivated and therefore they provide 
limited protection against the infection.  In spite of having evidence of influenza virus 
infection on pigs in Colombia from more than forty years and the recent isolation of H1N1 
SIV, vaccination againts Influenza virus is not approved in this country yet.  As a result 
there is a need to develop a highly effective and easy to produce recombinant vaccine in 
order, to prevent inter-species transmission and to avoid the generation of new viral 
subtypes .In addition, it is higly recommended to use a virus that is antigenically and 
molecularly close to SIV circulating on the field  in Colombian pig farms. 
 
For this reason, this study evaluated the antigenicity of the HA protein of H1N1 influenza 
A virus in an expression vector for mammalian cells to be used as a potential 
recombinant virus vaccine candidate.  The hemagglutinin (HA), obtained from strains of 
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swine influenza viruses isolated from pigs in Colombia was amplified and cloned in an 
adenovector.  The protein expression and adenovector amplification was performed in 
HEK-293ª cells (Invitrogen®).  The antigenicity of the expressed protein was evaluated 
using sera from serologically positive pigs as a result of natural exposition to swine 
influenza virus (H1N1). 
 
We demonstrated expression of the HA protein and its recognition by antibodies against 
H1N1 swine influenza virus from swine serum, allowing us to evidence the presence and 
conservation of epitopes in the recombinant protein.  These results showed that 
expression of the HA protein (the major antigenic determinant of influenza virus) in an 
eukaryotic system is a good vaccine candidate.  This could be used to prevent and/or 
control spread of this agent while inducing a protective immune response and prevents 
genomic rearrangement possibilities. 
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 Introducción 
La infección por virus de la influenza A es una causa frecuente de enfermedades 
respiratorias en el cerdo en todo el mundo.  La infección con virus de influenza porcina 
ocasiona síntomas como fiebre, anorexia, letargo, estornudos, tos y disnea (Larsen, et 
al.,2001).  Aunque rara vez conduce a la muerte, la gripe porcina impone una carga 
económica debido a las tasas de deterioro en la ganancia de peso en los cerdos 
afectados.  Factores como la edad del hospedero, la cepa del virus e infecciones 
secundarias aumentan la severidad de la enfermedad clínica (Easterday,1980). 
 
La influenza porcina plantea importantes problemas de salud pública debido a que el 
cerdo juega un papel importante en la transmisión inter-especie del virus (Ma, et al., 
2009, Parmar, et al., 2011).  Las células epiteliales de los cerdos presentan receptores de 
superficie celular que son de preferencia no solo para los virus porcinos sino también 
para los virus de influenza aviar y humanos, permitiendo así la infección por varios 
subtipos del virus en una misma célula.  Por lo anterior, se ha sugerido que los cerdos 
pueden actuar como un recipiente de mezcla para la generación de nuevos subtipos de 
virus debido al reordenamiento génico por el shift antigénico, el cual consiste en  la 
generación de una progenie viral con segmentos genómicos de dos o mas virus que han 
infectado a la misma célula (Scholtissek, 1990; Brown, 2000; Ma, et al., 2009). 
 
La rápida diseminación del virus y su habilidad para cruzar la barrera entre especies 
resalta la necesidad de desarrollar estrategias de control efectivas.  Las vacunas 
disponibles actualmente para la prevención de influenza en cerdos, son de tipo 
inactivado, por lo que proveen protección limitada contra la infección (Macklin et al., 
1998).  Además, el sistema de producción y el largo tiempo requerido para el proceso de 
la vacuna generan grandes costos y no permite una disponibilidad rápida.  Una solución 
a este problema es la utilización de vacunas de ADN o de virus recombinantes por su 
rápido y fácil manejo (Ulmer, 2002; Ellebedy y Webby, 2009; Tang, et al., 2009). 
 
2 Introducción 
 
En el caso particular de Colombia no existe una vacuna aprobada contra el virus de 
influenza porcina en cerdos y son mínimos los estudios epidemiológicos del virus de 
influenza por lo que se conoce muy poco del comportamiento y caracterización molecular 
de las cepas circulantes en los cerdos.  En el año 2007 por la constante importación de 
cerdos y la necesidad de prevenir la infección de influenza A en las granjas de cerdos, el 
gremio y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural destinaron recursos para el 
proyecto de investigación “Estudio sobre la influenza porcina en Colombia, aislamiento, 
diagnóstico y control”, el cual fue ejecutado por el grupo de investigación en 
Microbiología y Epidemiología Veterinaria, de la Facultad de Medicina veterinaria y de 
Zootecnia de la Universidad Nacional.  Como resultado se reportó la presencia del virus 
de influenza en cerdos y se realizó aislamiento por primera vez del virus de influenza 
porcino en Colombia (Ramírez- Nieto, et al., 2012) 
 
En general, las vacunas contra la influenza A se han enfocado principalmente en la 
expresión de las glicoproteínas hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) ya que estas 
son las inductoras de los anticuerpos neutralizantes.  Sin embargo, estas glicoproteínas 
continuamente acumulan mutaciones (deriva genética y cambios antigénicos como el 
reordenamiento genético) para escapar al reconocimiento por el sistema inmune; 
mientras que muchos otros factores probablemente contribuyen a la virulencia y a la 
transmisibilidad, la evasión inmune es fundamental para la rápida propagación del virus, 
la generación de  epidemias y pandemias (WHO, 2003, Ekiert, 2009). 
 
La hemaglutinina al ser una de las glicoproteínas de superficie del virus y responsable de 
la unión del virus a la membrana plasmática de la célula huésped es un excelente 
candidato a vacuna, ya que los anticuerpos específicos contra la HA bloquean la 
infección del virus a la célula. En éste sentido, las vacunas de ADN y vacunas de virus 
recombinante han demostrado la inducción de anticuerpos contra la HA, la activación de 
linfocitos T citotóxicos, y una respuesta inmune especifica en cerdos (Macklin, et 
al.,1998; Wesley, et al., 2004; Toro et al., 2010; Alexander, et al., 2012). 
 
En el presente trabajo se amplificó, se clonó y se expresó la proteína HA del virus de 
influenza A porcino del subtipo H1N1 clásico en un Adenovector recombinante.  El 
reconocimiento contra la proteína recombinante Hemaglutinina del virus de influenza 
porcina H1N1 clásico por los sueros provenientes de cerdos de campo, evidenció la 
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presencia y conservación de epítopes existentes en la proteína recombinante como un 
posible candidato a vacuna en futuras investigaciones.  Esto permitiría brindar al sector 
productivo una alternativa para el control de la enfermedad y contribuiría al mejoramiento 
de la salud animal, la producción porcícola, e igualmente tendría un impacto positivo en 
la salud pública, por el papel que el virus de la influenza porcina puede tener en la salud 
humana.  
 

  
 
1. Revisión de literatura 
1.1 Generalidades de la Influenza porcina 
La Influenza porcina es una infección viral generalizada y endémica en las poblaciones 
de cerdos en todo el mundo y está involucrada como una de las causas del Complejo 
Respiratorio Porcino (CRP).  Siendo la influenza porcina una de las principales 
enfermedades respiratorias que afecta a la industria porcina a nivel mundial (Nakamura, 
et al., 1972; Nakharuthai, et al., 2008)  
 
El virus de la Influenza porcina (SIV) pertenece a la familia Orthomyxoviridae, al género 
Influenzavirus A y a la especie Influenza A virus (International Committee on Taxonomy 
of Viruses, 2009).  Esta especie se clasifica en subtipos debido a las diferencias 
existentes en sus dos glicoproteínas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la 
neuraminidasa (NA). Hasta el momento se han identificado diecisiete subtipos de HA y 
nueve subtipos de NA para los virus de influenza A (Jiang, et al., 2010, Tong, et al., 
2012).  En humanos se han reportado principalmente dos subtipos de NA (N1 y N2) y 
tres subtipos de HA (H1, H2, H3), en aves acuáticas se ha hallado la totalidad de HA y 
NA, en equinos se han identificado dos subtipos de HA (H3 y H7) y dos de NA (N7 y N8), 
en cerdos se han encontrado dos subtipos de HA (H1 y H3) y dos subtipos de NA (N1 y 
N2) (Nicholson, et al., 2003).  Recientemente se ha identificado en murciélagos un nuevo 
subtipo de HA llamada H17 (Tong, et al., 2012).  En la práctica, los subtipos H1N1, H3N2 
y H1N2 son los más comunes y los de mayor significancia patológica para el cerdo 
(Nicholson, et al., 2003, Chang, et al., 2009).  
 
La influenza porcina se relaciona principalmente con la introducción de animales nuevos 
o de cerdos infectados a poblaciones vulnerables.  Una vez que el lote de cerdos está 
infectado, es probable que el virus persista a través de la generación de pie de cria  
susceptible.  Los brotes de la enfermedad se observan durante todo el año, pero 
alcanzan su pico máximo en los meses más fríos.  La infección a nivel de la piara es 
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atípica, se propaga lentamente y el 25-30% de los animales presenta signos clínicos 
(Nakamura, et al., 1972)  
 
La principal vía de transmisión es a partir de animales enfermos que eliminan el virus al 
toser y estornudar o indirectamente por  vía nasofaríngea después del contacto físico con 
mucosas nasales contaminadas.  Durante la fase aguda febril de la infección las 
secreciones nasales contienen grandes concentraciones del virus el cual es excretado 
durante 6 o 7 días aproximadamente (Van Reeth, et al., 2003).  La gravedad de la 
enfermedad clínica esta asociada a múltiples factores, principalmente aquellos 
relacionados con la inmunidad materna, la cepa del virus, la vía de infección y las 
contaminaciones secundarias por bacterias.  La inmunidad materna disminuye la 
severidad de la infección y principalmente los cerdos seronegativos serán los que 
presentan  síntomas clínicos (Nakharuthai, et al., 2008). 
 
La cantidad de virus que llega a las vías respiratorias más profundas y la producción del 
virus infeccioso en los pulmones determinan la gravedad de la enfermedad.  Aunque el 
virus de la influenza se replica en todo el tracto respiratorio, los pulmones parecen ser el 
órgano diana importante para la replicación del virus (Nakharuthai, et al., 2008). 
 
La presencia de los virus de influenza porcino en la granjas afecta los indicadores de 
producción, ocasionando disminución en la tasa de crecimiento, en la ganancia diaria, en 
la conversión alimenticia, y en consecuencia en el peso de los cerdos al final de la etapa 
productiva (Sanchez, et al., 2010).  Estrada y Hill reportan que cerdos afectados con 
problemas respiratorios presentan una disminución en la ganancia de peso de 41.1 g 
diarios y tardan 16.7 días mas del tiempo normal en salir al mercado, lo que ocasiona un 
aumento en el costo del alimento en 79,8 pesos por cerdo (Estrada, 1988; Hill, et al., 
1992).  Además de afectar la industria porcina los virus de influenza porcina en las 
granjas pueden comportarse como agentes zoonóticos convirtiéndose así en un riesgo 
potencial para la salud pública.  Lo anterior se debe a que el cerdo es susceptible a la 
infección con virus de influenza tanto humana como aviar, lo cual brinda la posibilidad de 
generación de nuevos subtipos de virus de influenza con capacidad de infectar tanto a 
los humanos como a los cerdos;  tal es el caso del virus de influenza del tipo H1N1 que 
ocasionó la reciente pandemia en el año 2009 (Garten, 2009). 
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1.2 Virus de Influenza A 
El virus de Influenza A, se caracteriza por ser cubierto, esférico o pleomórfico, con un 
diámetro promedio de 80-190 nm de longitud y puede presentar formas filamentosas.  La 
morfología del virión es modelada principalmente por la proteína de matriz M1, rodeada a 
su vez por una capa doble de lípidos para constituir la envoltura exterior.  Sobre la 
superficie externa se proyectan alrededor de 500 picos distintivos que representan a dos 
glicoproteínas; la hemaglutinina (HA) barra trimérica con la cabeza globular, y la 
neuraminidasa (NA) con forma de champiñón, cuya estructura es tetramérica.  Estas dos 
glicoproteínas se intercalan en una relación de HA a NA 4-5 a 1 respectivamente (Figura 
1-1) (Lamb y Choppin, 1983; Lamb & krug, 1996; Nicholson, et al., 2003).  
 
Los viriones son muy sensibles al tratamiento con calor, solventes de lípidos, detergentes 
no iónicos, formaldehído y agentes oxidantes.  Igualmente la infectividad se reduce 
después de la exposición a la irradiación (Lamb y Krug, 1996). 
 
Figura 1-1. Estructura del Virus de Influenza A.  
 
Componentes y ubicación de cada una de las proteínas y del material genómico del virus de influenza A.  
Tomado de Nelson y Holmes, 2007. 
 
El genoma del virus está formado por ocho segmentos de cadena simple de ARN en 
sentido negativo que codifica para 12 proteínas (Tabla. 1-1) y tiene una capacidad 
codante total de  13,600 nucleótidos de largo (Lamb, 1989).  El ARN viral con polaridad 
negativa (v-ARN) sirve como un molde: los segmentos tienen secuencias comunes en el 
extremo 3’ de 12 nucleótidos (nt) y en el extremo opuesto 5’ de 13 nucleótidos, así como 
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seis unidades sucesivas de uridina (U), las cuales sirven como señal en la poliadenilación 
durante la síntesis de ARNm (Hay, et al., 1977; Robertson, et al., 1981). 
 
Cada segmento de ARN esta unido a la nucleoproteína y en su extremo 5’ a tres 
polimerasas: polimerasa básica 1 (PB-1), polimerasa básica 2 (PB-2) y polimerasa ácida 
(PA).  Cada uno de ellos codifican para una proteína estructural o no estructural interna o 
externa, o ARN polimerasa necesaria para la replicación del genoma (Tabla 1).  Los 
segmentos de ARN que codifican los segmentos del cuatro al seis y el segmento 1 son 
monocistrónicos, y los demás segmentos sintetizan dos péptidos cada uno, para un total 
de 12 péptidos funcionales (Lamb y Choppin, 1983, Zamarin, et al.,2005, Carrada, 2010, 
Jagger, et al., 2012). 
 
Tabla 1-1. Segmentos de RNA del genoma del virus de Influenza A 
Segmentos de RNA del genoma del virus Influenza A 
Segmento Tamaño 
(nucleótidos) 
Codifica la 
proteína 
Tamaño 
proteína 
(aa) 
Número de 
moléculas 
por virión 
Observaciones 
1 2.341 PB2 polimerasa 759 30-60 Actividad endonucleasa. La cual 
usa el mARN del hospedero para 
obtener la caperuza (Cap) 
(Cheung y Poon, 2007). 
2 
 
2.341 PB1 polimerasa 757 30-60 Transcriptasa. Alargamiento 
molecular. Actividad de 
endonucleasa.  
297 PB1-F2 87-99 ? Presenta una rápida degradación 
dependiente del proteosoma y se 
localiza principalmente en la 
mitocondria.(Chen, et al., 2001). 
Se ha observado su expresión en 
virus de influenza humana y 
recientemente en influenza 
porcina (Zell, et al., 2007) 
Esta proteína media la respuesta 
inmune del hospedero ,  induce 
la apoptosis de macrófagos 
reduciendo su capacidad de 
participar en la respuesta inmune 
(Zamarin, et al., 2005). 
3 2.233 PA polimerasa 716 30-60 Transcriptasa. Proteasa. 
Esta proteína es esencial para la 
transcripción y la replicación viral, 
lo que permite la acumulación 
nuclear de la subunidad PB1 
(Cheung y Poon, 2007). 
123-183 PA-X 29  Reprime la expresión génica 
celular, modula la virulencia en 
un modelo de infección en ratón 
y modula la respuesta del 
huésped a la infección (Jagger, 
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et al.,2012) 
4 1.778 Hemaglutinina 
(HA) 
566 500 Glicoproteína de superficies. 
Trímero responsable de la unión 
de la partícula viral con los 
receptores de las células 
hospedera que contienen acido 
siálico. (Lamb y Krug, 1996). 
5 1.565 Nucleoproteína 
(NP) 
498 1,000 Asociado con segmentos de ARN 
para formar ribonucleoproteínas. 
Transportadora del ARN viral (v-
ARN) del núcleo al citoplasma 
6 1.413 Neuraminidasa 
(NA) 
454 100 Tetrámero, glicoproteína con 
actividad destructora del receptor 
mediante la escisión del ligando 
alfa entre un ácido siálico 
terminal y un residuo adyacente 
D-galactosa o D-galactosamina  
(Matrosovich, et al., 2004).  
Actividad neuraminidasa. 
Liberación de viriones maduros 
7 
 
 
1.027 Proteína M1 252 3.000 Proteína matriz, soporte de la 
cápside. La proteína M1 forma 
una capa para separar la 
ribonucleoproteína (RNP) a partir 
de la membrana viral e interactúa 
con el ARN viral, ARNv y 
componentes proteicos RNP 
durante el montaje y en el 
desmontaje del virus de  
Influenza. 
316 Proteína M2 96   Empalme del mARN Proteína 
integral trans-membranal que 
encierra un canal iónico esencial 
para la regulación del pH dentro 
de la partícula viral, necesaria 
para la etapa de desnudación en 
la célula. (Schnell y Zhou, 2008). 
276 ? 9 ? mARN empalmado 
8 890 NS1   Proteína no estructural.  Función 
de transporte de ARN celular , 
empalme, traducción y proteína 
anti-interferón. 
 NS2   Proteína no estructural: núcleo y 
citoplasma, función desconocida. 
Modificado de Lamb y Choppin, 1983. 
 
1.2.1  Replicación del virus 
La entrada del virus a las células del tracto respiratorio es mediada por la proteína de 
superficie hemaglutinina que interactúa con los receptores de membrana que contienen 
glicanos con ácido siálico terminales (ASI) (Olsen, 2002).  Después del reconocimiento 
inicial, el virión es englobado por endocitosis hasta penetrar en una vesícula endosómica 
como se observa en la figura 1-2.  La vesícula es acidificada hasta un pH 5, por el paso 
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selectivo de protones a través de los canales iónicos formados por la proteína M2.  Esto 
lleva a la desestabilización de la Proteína M1 (Lamb y Choppin, 1983). 
 
La macromolécula HA es clivada por enzimas semejantes a la tripsina, generando una 
hendidura molecular sobre la base del tallo, produciendo dos péptidos secundarios: HA-1 
con 329 aminoácidos (aa) lleva la porción –NH2 terminal; el otro péptido, más pequeño, 
HA-2 contiene 221 aa.  Ambos están unidos por un puente disulfuro existente entre la 
cisteína -14 de HA-1 y la cis -137 de HA-2.  Cuando HA-2 se libera, queda expuesto el 
llamado «péptido de fusión» responsable de unir la cápside del virus con la membrana de 
la célula, aunque HA-2 sirve también como punto de anclaje sobre la envoltura viral 
(Chen, et al., 1998).  Finalmente los 8 segmentos de ribonucleoproteína (RNP) llegan al 
núcleo para el proceso de la replicación. 
 
Durante la transcripción se sintetiza el mensajero (mARN) incompleto.  Esta molécula 
tiene el extremo 3’ poli-adelinatado, aunque no posee los 16 nucleótidos del vARN.  En el 
extremo 5’ lleva la caperuza (Cap-snatching) aunque los nucleótidos del 9 al 15 son 
obtenidos de un mARN presente en las células hospedera.  Por otro lado, el ARN 
completo es copiado (c-ARN), y el producto resultante se usa para generar nuevas 
moléculas del ARNv . 
 
En las dos primeras horas post-infección (fase temprana) en la célula infectada hay 
síntesis del ADN celular, en esta etapa PB2 (proteína viral) se liga con la cap-m7G del 
ARNm de la célula hospedera, tal estructura es apartada del ARNm celular por la 
proteína viral PB1.  La caperuza es un iniciador de la síntesis del ARN, aunque los 
nucleótidos del 11- 15 son añadidos por PB1, poco después PB2 se disocia del ramal en 
crecimiento y PB1 junto con PA complementan la síntesis total de la hebra con sentido 
(+), obteniendo otro ARN intermedio con hebra doble (+/-) (Smith y Hay, 1982). 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1 11 
 
Figura 1-2. Pasos de la replicación del virus de influenza A. 
 
El virus se une a receptores en la superficie de la célula huésped y es internalizado en un endosomas.  
Eventos de fusión dependientes del pH, generan la liberación del genoma viral en forma de 
ribonucleoproteínas virales (vRNPs) en el citoplasma.  Los vRNPs luego son importados en el núcleo para la 
replicación. El ARNm es exportado fuera del núcleo hacia el citoplasma para la síntesis de proteínas.  
Algunas de las proteínas son importadas al núcleo para la replicación del ARN viral y el ensamble de los 
vRNPs.  Al final de la infección, los virus son ensamblados y brotan a través de la membrana citoplasmática.  
Modificado de Josset y colaboradores 2008. 
 
 
Núcleo 
Endosoma 
Ácido 
Siálico 
Ensamblaje 
Aparato de 
Golgi 
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1.2.2   Aspectos Clínicos 
Los cerdos infectados únicamente con el virus de influenza A muestran signos clínicos  
leves, los cuales incluyen tos, estornudos, secreción nasal y ocular, fiebre con una 
temperatura corporal igual o superior a 40,5 ºC, disminución del apetito y disnea.  Si no 
existen complicaciones por asociación con otros agentes infecciosos por lo general los 
signos clínicos mejoran en 10 a 14 días (Nakharuthai, et al., 2008, Parmar, et al., 2011). 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, la morbilidad puede ser hasta un 100%, con una tasa de 
mortalidad baja y una rápida recuperación (Easterday, 1980).  Sin embargo, las 
infecciones bacterianas secundarias pueden aumentar la gravedad de la enfermedad y 
dar lugar a complicaciones como la neumonía.  Una alta morbilidad, como resultado de la 
infección, tiene graves consecuencias económicas debido al aumento del tiempo 
necesario para que los cerdos alcancen el peso adecuado para su comercialización (Kay, 
et al., 1994).  
 
1.3 La importancia del cerdo en la transmisión del virus 
de influenza A 
Los primeros síntomas de influenza en cerdos fueron identificados en 1918 al mismo 
tiempo que se presentó la epidemia de gripe española ocasionada por el subtipo H1N1, 
observando que los brotes comenzaron en el cerdo o en humanos y se transmitían 
rápidamente del uno al otro (Ma, et al, 2009).  En 1931 se aisló por primera vez y se 
caracterizó el virus de influenza A H1N1.  Actualmente, los subtipos H1N1, H3N2 y H1N2 
son los más comunes y los de mayor significado patológico para el cerdo (Nicholson, et 
al., 2003). 
 
El virus de influenza utiliza receptores celulares específicos para infectar las células 
epiteliales del tracto respiratorio como son los receptores de ácido siálico del tipo α2,3-
galactosa presentes en aves y α2,6-galactosa presentes preferencialmente en humanos 
(Naffakh, et al., 2009).  Ambos tipos de receptores se encuentran en el cerdo lo cual los 
hace susceptibles a la infección por los subtipos de influenza A aviar y humano; en 
consecuencia, la co-infección por dos subtipos del virus de Influenza en el cerdo puede 
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llevar al reordenamiento genético entre éstos (Kida, et al., 1994, Thacker y janke, 2008), 
soportando la teoría propuesta en 1985 de que el cerdo puede ser el recipiente de 
mezcla en la generación de nuevos virus de influenza (Scholtissek, 1990).  Esto se 
observó claramente en la pandemias de Asia en 1957 y Hong Kong en 1968, las cuales 
fueron el resultado de virus de influenza provenientes de virus de origen humano y aviar 
(Ma, et al., 2009). 
 
1.4 Epidemiología del virus de influenza porcina 
 
El genoma segmentado del virus permite el intercambio de material genético (segmentos 
de ARN) con otro virus de la influenza A en el momento que se esta formando el nuevo 
virión  (Jong, et al., 2000).  Este aspecto es de gran relevancia en la epidemiología de la 
enfermedad al observar los diferentes reordenamientos genéticos que ha presentado el 
virus a lo largo de la historia (Figura 1-3) (Morens, et al., 2009).  La influenza porcina fue 
propuesta por primera vez como una enfermedad relacionada con la influenza humana 
durante la pandemia de 1918 ocasionada por el virus H1N1 la cual fue llamada la "gripe 
española".  Durante esta pandemia se observó las primeras manifestaciones clínicas en 
el cerdo al mismo tiempo que en humanos.  Solo hasta 1931, el virus de influenza H1N1 
es aislado y caracterizado por primera vez en cerdos (Lewis y Shope, 1931). 
 
En 1957, el virus H2N2  causa la "gripe asiática" y en 1968 el virus H3N2  es el 
responsable de la "gripe de Hong Kong" (Belshe, 2005).  Tanto en 1957 como en 1968, el 
nuevo virus de influenza provenía del reordenamiento genético entre dos subtipos de 
influenza A.  La infección dual de un cerdo con virus de la gripe aviar H2N2 y de la gripe 
humana H1N1 resultó en 1957 en la aparición de un nuevo subtipo de virus influenza A 
que contiene la hemaglutinina, la neuraminidasa, y el gen de una de las proteínas de la 
polimerasa (PB1) del virus de influenza aviar H2N2, junto con los otros cinco segmentos 
genéticos del virus de influenza humana H1N1 (Belshe, 2005). 
 
Este nuevo subtipo viral recombinante circuló en los seres humanos hasta 1968,  
momento en el cual apareció un nuevo virus recombinante, el virus de influenza H3N2 de 
Hong Kong originado por la sustitución de los genes de la hemaglutinina (H2) y de la 
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polimerasa (PB1) del subtipo H2N2 con dos genes de origen aviar, H3 y PB1. Hoy, los 
descendientes de este virus siguen causando la mayoría de las infecciones por influenza 
en seres humanos. Cinco de los genes del virus de influenza H3N2 que circula 
actualmente tienen su origen en el virus causante de la pandemia de 1918 (Belshe, 
2005). 
 
Figura 1-3. Reordenamiento genético del virus de influenza con referencia a virus de 
influenza humano y porcino. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las flechas amarillas muestran la exportación de uno o más genes del virus de influenza aviar A a la genética 
del virus. La flecha roja punteada indica un período sin circulación del virus. Las flechas rojas continuas 
indican los caminos evolutivos de los linajes humanos del virus de influenza; las flechas azules, del linaje del 
virus de influenza porcina; y la flecha azul a rojo, de un virus de influenza humana de origen porcino. Tomado 
de Morens y colaboradores 2009. 
 
Para la década de los 40, se reportaron en Europa (Checoslovaquia, Reino Unido y 
Alemania) epidemias en cerdos causadas por el subtipo H1N1.  En 1976 el virus de 
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influenza porcina reemergió en granjas del norte de Italia y fue asociado con cepas 
clásicas del tipo H1N1 que probablemente fueron introducidas por cerdos importados de 
USA. En Bélgica, Francia, Holanda y Alemania en 1979, se reporta una epizootia de 
influenza porcina, relacionada con virus del subtipo H1 proveniente de aves y 
posiblemente transmitida a los cerdos por los patos (Easterday, et al., 1999).  
 
En América del Norte, el virus H1N1 perteneciente al linaje porcino clásico está 
genéticamente relacionado con el virus H1N1 humano responsable de la pandemia de 
influenza española de 1918. Desde 1965, el virus H1N1 se mantuvo altamente 
conservado y fue el único subtipo de virus de influenza A aislado en los cerdos de 
América (Nakharuthai, et al., 2008), sin embargo, en 1998 surge el subtipo H3N2 porcino, 
causando brotes en los cerdos del Oeste de América.  Este subtipo H3N2 contenía 
segmentos de genes provenientes de diferente origen como resultado de la 
recombinación de los virus de influenza A H3N2 proveniente de humanos, H1N1 de 
influenza porcina clásica  y de un virus de influenza A de origen aviar (Zhou, et al., 1999).  
Posteriormente un virus triple recombinante (RT) H3N2 aislado de cerdos en Minnesota, 
Iowa y Texas contenía segmentos de genes del virus porcino clásico (NS, NP y M), de un 
virus humano (HA, NA y PB1) y un virus aviar (PB2 y PA) (Zhou, et al, 1999).  En 1999, el 
virus triple recombinante H3N2 evolucionó a través de la deriva genética y la 
redistribución génica con el virus porcino clásico H1N1 para producir los virus H1N2, 
H1N1 y H3N1.  En 1999, el virus de influenza porcino del subtipo H1N2 fue encontrado 
en cerdos en Indiana y posteriormente se observaron brotes en el medio oeste de 
América (Karasin, et al., 2002). 
 
Los virus triple recombinante H3N2, H1N2 y H1N1 son los subtipos predominantes que 
circulan en la población porcina de los EE.UU., mientras que los virus dobles 
recombinantes H3N2 no se extendieron de manera eficiente entre los cerdos (Webby, et 
al., 2000, Ma, et al, 2009). 
 
En abril del 2009, una pandemia con el virus de influenza A subtipo A/H1N1 surgió en la 
población humana de América del Norte (Garten, 2009).  El genoma de este virus 
emergente es una combinación de genes del virus de la gripe porcina (SIV) de América 
del Norte y linajes de Euro-Asia que nunca antes había sido identificado en cerdos u 
otras especies. El virus H1N1 que emergió se propagó rápidamente en la población 
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humana, alcanzando el nivel 6 de pandemia declarada por la Organización Mundial de la 
Salud el 11 de junio de 2009 (WHO, 2009, Vincent, et al., 2010). 
 
En centro y Sudamérica es poca la información sobre la prevalencia serológica del virus 
de influenza A porcino.  Se han reportado casos con serología positiva en México, 
observando casos de humanos positivos a cepas porcinas (Ayora-Talavera, et al., 2005).  
Otros países latinoamericanos como Venezuela (Boulanger, et al., 2004; Ramírez, et al., 
2005), Brasil (Mancini, et al., 2006) y Argentina han reportado casos aislados de 
serología con resultados positivos para ambos subtipos de influenza porcina (Teodoroff, 
et al., 2003; Teodoroff, et al., 2004).  En Venezuela se ha observado una reacción 
serológica positiva para virus de influenza porcina de 7,9% para el subtipo H1N1 y del 
8,2% para el subtipo H3N2 (Boulanger, et al., 2004). 
 
En Argentina un estudio serológico reportó virus de influenza porcina con una reacción 
positiva para el subtipo H1 del 41,2% y H3 del 41,6% (Teodoroff, et al., 2003; Pineyro, et 
al., 2006).  Además, se ha reportado en este país la presencia de dos nuevos virus de 
influenza porcina en los cerdos resultado de dos eventos de recombinación 
independiente entre el virus de Influenza pandémico H1N1 y virus de influenza porcino, 
que muestra la constante evolución de los virus de influenza en la interfaz hombre-cerdo 
y el riesgo potencial para la salud humana.  Sin embargo la falta de información sobre la 
circulación de los SIV en América del Sur, no descarta la posibilidad de que éstos sean 
provenientes del virus H1N1 pandémico o de SIV que han estado presentes en esta 
región (Pereda, et al. 2011). 
1.4.1 Virus de influenza porcina en Colombia 
Son pocos los datos disponibles acerca del virus de influenza porcina en Colombia, 
posiblemente porque los estudios epidemiológicos en los cerdos no han sido 
referenciados apropiadamente.  El primer reporte que se relaciona con el virus de 
influenza porcina en Colombia corresponde a un estudio de reactividad serológica en 
1977 realizado por Hanssen y colaboradores usando 278 sueros provenientes de cerdos 
del departamento de Antioquia, Colombia, los cuales fueron  colectados en un período de 
dos años (1971-1972) y evaluados mediante la prueba de inhibición de la 
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hemaglutinación (HI), para los virus de influenza A/Hong Kong/1/68 (H3N2), 
A/Swine/Iowa/l5/30, y A/Swine/Wisconsin/ 1/73, encontrando una tasa de positividad del 
14%, 34% y 21%, respectivamente. A pesar de que no se lograron aislar virus de 
influenza, se encontró un porcentaje mayor de sueros positivos en granjas que no 
cumplían con las medidas de higiene adecuadas (Hanssen, et al., 1977). Para el año de 
1991 se estableció una reactividad del 6.5% a la cepa H3N2  (Cucaita, 2005). Un 
monitoreo serológico realizado en Antioquia, entre los años  1997–1999 mostró una 
reactividad del 43.5% para el virus H3N2 y del 0.8% para el virus H1N1, y entre los años 
2000–2001 se reportó una reactividad del 10% para el virus H3N2 (Mogollón, et al., 
2003). En otro estudio en el año 2001 a través de la prueba de inhibición de 
hemaglutinación se observó una reactividad del 10% al virus A/SW/Texas/4199/H3N2 y 
una reactividad puntual del 19.85% en cerdas multíparas y del 3.13% en cerdas de 
reemplazo (Moscoso y Neira 2001), (Figura 1-4).  
 
Figura 1-4. Comportamiento serológico del virus de influenza porcina en Colombia  
 
Datos serologicos del virus de influenza porcina en Colombia reportados hasta el momento. Tomado de 
Jaime y colaboradores, 2011. 
 
Un aspecto importante a considerar en Colombia es la constante importación de 
ejemplares porcinos al mercado.  En el año 2005 un total de 214 cerdos fueron 
introducidos para reproducción, procedentes de Canadá (56,1%), Estados Unidos 
(33,2%) y Chile (10,7%) (Orjuela, et al., 2007).  En el año 2008 se importaron 186 
porcinos para reproducción, procedentes de Canadá (65,0%) y Estados Unidos (35,0%) 
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(Orjuela, et al., 2009). Por la constante importación de especie porcina y por la necesidad 
de prevenir la infección por virus de influenza A en las granjas de cerdos, el gremio y el 
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia (MADR) destinaron recursos en 
el 2007 para el proyecto de investigación “Estudio sobre la influenza porcina en 
Colombia, aislamiento, diagnóstico y control”, ejecutado a partir del 2008 por el grupo de 
investigación de Microbiología y Epidemiología de la Universidad Nacional de Colombia. 
Resultados preliminares durante 2008 y 2009 demostraron una reactividad serológica por 
individuo del 12.92% para el virus H3N2 y del 0.82% para el H1N1 en tres regiones de 
estudio del país (Antioquia, Occidental y Central) (Jaime-Correa, et al., 2011).  Además, 
se reportó la presencia y el primer aislamiento de virus de influenza porcina en Colombia 
H1N1 pandémico y clásico (Ramírez-Nieto, et al., 2012) 
 
En Colombia, se considera que en el año 2009 los porcicultores perdieron tres mil 
millones de pesos como consecuencia de la disminución en la demanda de carne de 
cerdo, a causa de la alarma presentada por el virus de influenza A/H1N1.  La Asociación 
Colombiana de Porcicultores (2009), enfatizó que las pérdidas alcanzaron los 580 
millones de pesos diarios. 
 
1.5 Vacunas contra el virus de influenza 
La vacunación es actualmente el único medio práctico de reducir o contrarrestar la carga 
de morbilidad en una especie como resultado de la infección con virus de influenza. Sin 
embargo, la capacidad del virus de influenza A para eludir la inmunidad adquirida en 
respuesta a la infección o la vacunación, por medidas progresivas como deriva antigénica 
requiere la actualización periódica de la composición de vacunas, a fin de reflejar los 
virus circulantes. 
 
En términos generales, existen varias formulaciones de vacunas contra el virus de 
influenza las cuales se dividen en dos grupos: las vacunas convencionales que son 
vacunas con virus inactivados y vacunas de virus completo atenuado; las vacuna libres 
de virus de influenza que incluye las vacunas de ADN (Ulmer, et al.,1993, Ulmer, et al., 
1994, Chen, et al., 2008), vacunas de proteína recombinante con antígenos de superficie 
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del virus (HA y NA), vacunas con virus recombinantes- vectores (Adeno-vectores y 
Baculovirus) (Cox, 2008).  En la actualidad, las vacunas más usadas contra el virus de 
influenza porcina en cerdos son las vacunas inactivadas, preparadas con virus cultivados 
en huevos embrionados de gallina y estimulan altos títulos de IgG en suero (Thacker y 
Janke, 2008; Ellebedy y Webby, 2009; Tang, et al., 2009) (Tabla 1-2). 
 
Tabla 1-2. Ventajas y desventajas de las Vacunas de influenza A en desarrollo 
 Vacunas de 
Influenza 
Características Ventajas Desventajas 
V
ac
un
as
 C
on
ve
nc
io
na
le
s 
V
iru
s 
In
ac
tiv
ad
o 
Uso del virión completo, 
partículas virales o 
subunidades de proteínas 
como HA y NA, 
inactivados por medio de 
métodos químicos como 
betapropiolactona u óxido 
de etileno. 
-Principalmente 
generación de 
anticuerpos contra las 
proteínas de superficie  
(HA, NA ect). 
- La eficacia se reduce en los 
lactantes y los ancianos. 
- Las vacunas con subunidades 
deben ser administradas al menos 
dos veces para generar una 
respuesta inmune protectora. 
- El sistema de producción que 
depende del uso de huevos 
embrionarios o de células para la 
generación del virus. 
- La longitud de tiempo entre la 
selección de la cepa vacunal, la 
producción y disponibilidad de las 
primeras dosis de vacunas 
formuladas. 
V
iru
s 
vi
vo
 
at
en
ua
do
  
Uso de virus vivos 
atenuados, con fenotipo 
antigénico de la cepa de 
interés pero con fenotipo 
atenuado de una cepa 
maestra. 
Inoculación intra-nasal 
Genera anticuerpos 
locales neutralizantes y 
una respuesta inmune 
mediada por células. 
- Requiere dos dosis para generar 
una respuesta inmune. 
- Presenta el mismo problema en el 
tiempo de producción de la vacuna. 
V
ac
un
as
 li
br
es
 d
e 
vi
ru
s 
de
 In
flu
en
za
 
B
aj
o 
co
st
o,
 
tie
m
po
, 
se
gu
rid
ad
 
y 
co
nt
ro
l 
de
 
d
ió
 
V
ac
un
as
 d
e 
A
D
N
 
Uso de Plásmidos 
empleados como vector 
que codifican un antígeno 
bajo el control de un 
promotor eucariótico 
constitutivo o inductivo.  
(Varias combinaciones de 
HA y NA de los virus). 
Producción de 
antígenos los cuales 
son presentados al 
sistema inmune 
asociado con 
moléculas de clase I y 
II del complejo mayor 
de histocompatibilidad 
(Ulmer, 2002). 
- Efecto protector en 
pollos, ratones y 
cerdos.- La producción 
de estas vacunas es 
relativamente segura y 
potencialmente 
económica y rápida.- 
Poca cantidad de ADN 
para inducir una 
respuesta inmune. 
- Riesgo de afectar a los genes que 
controlan el crecimiento celular 
- Posible inducción de respuestas de 
anticuerpos anti-ADN (Du et al., 
2008). 
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V
ac
un
as
 
de
 
Vi
ru
s 
R
ec
om
bi
na
nt
es
 (V
ec
to
re
s)
 Uso de virus  empleados 
como vector que codifican 
un antígeno bajo el 
control de un promotor 
eucariótico constitutivo o 
inductivo (Varias 
combinaciones de HA y 
NA de los virus). 
Genoma viral de fácil 
manipulación, 
crecimiento hasta 
títulos elevados y no 
necesita refrigeración 
después de liofilizado. 
Una respuesta inmune 
de larga duración que 
estimula tanto la 
memoria B y las 
células T 
 - Riesgo de que se incorpore al 
genoma de la célula. 
 
 
 
Las investigaciones con vacunas inactivadas como son las vacunas inactivada H1N1, 
H3N2 y H1N1 porcina clásica, han demostrado que éstas reducen la severidad de la 
enfermedad clínica y el grado de diseminación del virus en los cerdos después del 
desafío, pero no proveen protección completa contra la infección (Macklin, et al., 1998; 
Larsen, et al., 2001, Vincent, et al., 2008).  Además, deben ser administradas hasta que 
los anticuerpos maternos hayan decaído a un segundo plano o a un nivel suficientemente 
bajo para que no interfieran en la eficacia de la vacuna, aproximadamente en la doceava 
semana y la segunda dosis en la dieciseisava semana de edad.  Dado que éste intervalo 
de tiempo depende de la cantidad inicial de anticuerpos adquiridos de forma pasiva por 
cada cerdo , el momento real de una vacuna exitosa es sólo estimado.  Esto conlleva a la 
necesidad de una vacuna que pueda estimular la inmunidad en el cerdo recién nacido, 
incluso en presencia de anticuerpos maternos que ofrezcan una protección y seguridad 
adicional (Wesley y Lager, 2006; Kitikoon, et al., 2006). 
 
Una parte fundamental en la producción de vacunas inactivadas o de virus vivo atenuado 
es la utilización de grandes volúmenes de cultivos de virus vivos, lo que con lleva a un 
problema de bioseguridad si no se cumple con las normas exigidas.  Además, hay 
factores que influyen en la propagación del virus de influenza durante el desarrollo y la 
producción de una vacuna como es la facilidad de replicación de éste en el laboratorio, el 
hecho de que algunas cepas son altamente letales para el personal o los huevos 
embrionados (H5N1), y que todos los virus de influenza son propensos a las mutaciones 
y eventos de reordenamiento lo cual puede desencadenar una pandemia en lugar de 
prevenir una (Tang, et al., 2009). 
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En situaciones de pandemia en donde la necesidad de generar una vacuna efectiva y 
rápida apoya el uso injustificado de vacunas que no necesariamente cumplen con las 
pruebas de efectividad adecuadas pudiendo interferir de ésta manera con una adecuada  
respuesta a la vacunación (Sipo, et al., 2011).  Los investigadores se han enfocado al 
uso de vacunas libres de virus de influenza por su bajo costo, menor tiempo requerido 
para su producción,  alta seguridad y control de producción.  Estas vacunas pueden ser 
producidas rápidamente usando técnicas de biología molecular una vez se conozca la 
secuencia del virus circulante o problema (Tang, et al., 2009).  
 
Las vacunas de ADN al igual que los vectores recombinantes ofrecen muchos de los 
beneficios potenciales de las vacunas de virus vivos atenuados sin sus riesgos.  Los 
primeros experimentos  que demuestran la eficacia de las vacunas de ADN han sido con 
genes que codifican proteínas del virus de influenza como son la HA, la NA, la matriz y la 
nucleoproteína administrados por vía intramuscular y por vía intradérmica (Larsen, et al., 
2001; Olsen, 2000).  Estas vacunas de ADN o de Vectores Recombinantes como es el 
Adeno-vector pueden ser más eficaces contra diferentes cepas de virus, que las vacunas 
convencionales con virus inactivado, ya que han demostrado la inducción de una 
respuesta humoral y celular específica, la activación de linfocitos T citotóxicos y eficacia 
protectora en pollos, ratones y cerdos (Donnelly, et al., 1995; Justewicz, et al., 1995; 
Kendirg et al., 2008, Macklin, et al., 1998; Sipo, et al., 2011; Ulmer, et al., 1994). 
 
1.5.1 Vacunas basada en vectores virales 
La expresión de proteínas del virus de influenza en vectores virales recombinantes puede 
inducir una respuesta humoral y celular comparable con la infección natural (Souza, et 
al., 2005).  La vacunación con vectores recombinantes producen una respuesta inmune 
de larga duración que estimula tanto los linfocitos B de memoria y las células T, una 
respuesta muy diferente a la que resulta de la aplicación de las vacunas inactivadas 
actuales contra el virus de influenza, las cuales inducen anticuerpos de vida corta.  
Además, la fabricación de las Vacunas Recombinante implica un riesgo sustancialmente 
menor al expresar en grandes cantidades proteínas como hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA) de virus influenza de alta patogenicidad. (Kopecky-Bromberg y 
Palese, 2009). 
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Para el desarrollo de vacunas recombinantes contra el virus de Influenza se han utilizado 
para la expresión de proteínas del virus  de influenza (HA, M2, NP) diferentes vectores 
virales como los baculovirus y los adenovectores.  Aunque recientemente se ha 
reportado el uso de alfavirus para la expresión de la HA subtipo H3 el cual ha inducido 
una inmunidad protectora (Bosworth, et al., 2010).  Los adeno-vectores, han logrando 
inducir una respuesta humoral contra la HA, M2 y nucleoproteína del virus de influenza 
(Sipo, et al., 2011). 
 
Adenovectores 
Los adenovirus son virus  desnudos de doble cadena de ADN lineal, icosaédricos (70-
100nm) y miembros de la familia Adenoviridae.  La partícula viral está compuesta en un 
13% de ADN, 87 % de proteínas; carecen de envoltura viral (membrana o lípidos), y 
contienen pequeñas cantidades de hidratos de carbono proporcionado por la proteína 
fibra del virión (Russell, 2000).  Son causantes de enfermedades respiratorias agudas, 
gastroenteritis, conjuntivitis, miocarditis, cistitis hemorrágica e incluso se les asocia con 
oncogénesis (Krilov, 2005).  La transmisión del virus y los síntomas clínicos de la 
infección varían de acuerdo al serotipo viral y a la edad de la población susceptible. 
 
Los Adenovirus han sido totalmente explorados para su uso potencial como vectores de 
expresión de vacunas recombinantes (Kopecky-Bromberg y Palese, 2009; Sipo, et al., 
2011).  Los Adeno-vectores se caracterizan por su replicación defectuosa impidiendo la 
propagación de célula a célula, por las deleciones de la porción E1 del genoma viral, 
región necesaria para la iniciación de la replicación viral (Souza, et al., 2005).  Además, 
presentan un genoma viral de fácil manipulación, crecen hasta títulos elevados y no 
necesitan de refrigeración después de liofilizados.  Debido a estas características, el 
adenovirus ha sido uno de los vectores recombinantes más populares. 
 
Entre los 49 serotipos de Adenovirus humano, los vectores derivados del serotipo 5 
(Vector- Ad5) han sido caracterizados ampliamente, modificados y empleados en los 
ensayos de vacunación y terapia génica (Hartman, et al., 2008).  Durante la expresión de 
Antígenos en un vector- Ad5 en células animales éstos se pliegan en su forma 
conformacional nativa, con sus modificaciones postranscripcionales y postraduccionales, 
y pueden ser presentados al complejo mayor de histocompatibilidad induciendo una 
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respuesta inmune más eficaz en comparación con sus homólogos de vacunas de 
subunidades purificadas bioquímicamente (Bright, et al., 2007).  La inmunogenicidad del 
vector- Ad5, aunque indeseable para la terapia génica, proporciona una actividad 
adyuvante capaz de potenciar la inmunogenicidad de antígenos exógenos (Molinier- 
Frenkel, et al, 2002). A diferencia de los adyuvantes no naturales (moléculas sintéticas y / 
o administración a un sitio apropiado) que pueden inducir consecuencias impredecibles 
(Tang, et al., 2009), la infección natural por Ad5 con actividad adyuvante intrínseca es 
generalmente benigna.  Los resultados de años de uso como una medida preventiva para 
la infección adenoviral han demostrado la seguridad de la administración oral de 
Adenovirus en los seres humanos por vía entérica con recubrimiento protector entérico 
(Tucker, et al., 2008). 
 
Se ha evidenciado que los vectores de adenovirus recombinantes que expresan 
proteínas de virus de la influenza pueden proteger a animales como el cerdo, ratones y 
pollos después del desafío (Wesley, et al., 2004; Gao, et al., 2006; Toro, et al., 2010; 
Steitz, et al., 2010; Sobolesky, et al., 2011; Alexander, et al., 2012).  A pesar de que el 
uso de vacunas con vector Ad-5 en humanos esta limitado por la preexistencia de 
anticuerpos contra la exposición humana de Ad5; en animales como los cerdo jóvenes o 
en crecimiento los anticuerpos maternales preexistentes no interferirán en la eficacia de 
la vacuna debido a que los cerdos carecen de inmunidad a los adenovirus humanos 
(Tang, et al., 2009).  Estos anticuerpos adquiridos pasivamente son importantes para la 
protección temprana de los lechones o del animal, pero son una causa común de fallo de 
las vacunas tradicionales existentes, si éstas se administran a los cerdos jóvenes 
lactantes; Problema que se resolvería al usar vacunas con Adenovectores (Wesley y 
Lager, 2006, Chen, et al., 2007). 
1.5.2 Candidatos a vacunas contra el virus de Influenza 
Existe una variedad de antígenos capaces de inducir una respuesta inmune, entre estos 
están la hemaglutinina y la neuraminidasa que presentan una alta inmunogenicidad 
protectora y una alta variabilidad de epítopes; con respecto a otros antígenos como 
nucleoproteína (NP), M1 y M2 que son altamente conservados (Figura 1-5) (Ellebedy y 
Webby, 2009; Skehel y Wiley, 2000). 
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Los investigadores han tratado de diseñar vacunas contra el virus de influenza a partir de 
epítopes conservados de las proteínas M2, nucleoproteína y la polimerasa del virus.  La 
porción extracelular de la proteína M2 es uno de los más estudiados y desarrollados 
como vacuna universal, relacionada con la formación del canal iónico transmembrana.  
Éstos estudios han demostrado que en las configuraciones adecuadas y en algunos 
modelos animales, los anticuerpos contra el dominio M2e pueden proteger de la infección 
(Ellebedy y Webby, 2009).  Sin embargo, estudios realizados en cerdos con la proteína 
M2 y NP como vacunas, usando vectores virales, no indujeron protección al ser 
desafiados con virus de influenza porcina del tipo H1N1, a pesar de que se indujo una 
respuesta de anticuerpos contra M2 y una respuesta de linfo-proliferación específica 
contra la proteína NP del virus de influenza.  Los cerdos vacunados presentaron signos 
clínicos más severos que el grupo control indicando que los anticuerpos para M2 en 
combinación con una respuesta mediada por células inmunes podrían exacerbar la 
enfermedad (Heinen, et al., 2002). 
 
Figura 1-5. Inmunogenicidad protectora y variabilidad de las proteínas del virus influenza 
A.  
 
HA y NA antígenos mas variables y protectores.  M2e la proteína mas conservada pero con poca capacidad 
protectora. Modificada de Ellebedy y Webby, 2009. 
 
Otros estudios se han enfocado en la proteína NS1 como un candidato a vacunas a virus 
vivo atenuado, induciendo mutaciones (deleciones) en la proteína NS1.  Estas 
mutaciones no le permiten a la proteína NS1 cumplir su función de inhibir la síntesis de 
interferón en la célula hospedera, por lo que aumenta la síntesis de IFN α/β una vez que 
la célula hospedera (células epiteliales de cerdo), ha detectado el virus (Solórzano, et al., 
2005). 
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1.6 Hemaglutinina 
La hemaglutinina (HA) es una glicoproteína de membrana codificada por el segmento 4 
de ARN.  Este segmento es de 1765 nucleótidos de largo, codifica una región de 1698 
nucleótidos (566 aminoácidos) (Porter, et al., 1979; Krystal, et al., 1982).  La HA es 
responsable de la unión del virus a la membrana plasmática de la célula huésped y de la 
fusión de las membranas una vez el virus ha penetrado a la célula hospedera (Wiley, 
1987; Stevens, et al., 2006). 
 
La HA se sintetiza como un precursor de cadena única (HA0) en el retículo 
endoplasmático, donde se ensambla como un homotrímero y luego se exporta a la 
superficie celular a través del aparato de Golgi.  Este homotrímero es clivado 
proteoliticamente en la región del péptido señal en dos cadenas de polipéptidos HA1 y 
HA2 (Suzuki y Nei, 2001).  El monómero de hemaglutinina tiene un tallo constituido 
principalmente por el péptido HA2, que a su vez está formado por una hélice beta larga 
carboxi-terminal y otra hélice alfa corta amino-terminal unidas por un asa en horquilla.  En 
la parte basal de las dos hélices está situado el péptido de fusión hidrofóbico que sirve 
como punto de anclaje de la glicoproteína dentro de la bicapa de lípidos propia del virión 
(Figura 1-6) (Wilson, et al., 1981).  
 
El péptido HA1 es una proteína de unión al receptor y es el objetivo principal de la 
respuesta inmune.  Éste péptido forma la región de reconocimiento hipervariable llamada 
cabeza globular de la hemaglutinina.  Además, forma cinco regiones con función de 
epítopes las cuales rodean el sitio donde tiene lugar la unión con el ácido siálico (Lamb y 
Choppin, 1983). 
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Figura 1-6. Estructura de la glicoproteína hemaglutinina (HA).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cada virión tiene 170 trímeros de hemaglutinina (HA) con peso molecular 75 kDa.  Esta glicoproteína está 
formada por dos péptidos glicosilados: HA1 (color azul) 329 aminoácidos y HA2 (color amarillo), 221 
aminoácidos dominio hidrofóbico que sirve como ancla.  Tomado de Carrada, 2010 
 
Sobre la superficie de la molécula se disponen varias cadenas de carbohidratos que 
participan también como antígenos funcionales, cuatro cadenas de carbohidratos 
complejos en HA1 y uno en HA2 que consisten en N-acetilglucosamina, manosa, y 
galactosa y dos cadenas de carbohidratos simples en HA1 que consisten en N-acetil-
glucosamina y manosa.  Todas las cadenas están vinculadas a través de enlaces N-
glicosídicos a residuos de asparagina (Wilson, et al., 1981).  Hay cuatro puentes disulfuro 
en el interior de HA1, uno en HA2, y uno en la unión de HA1 y HA2.  Los sitios 
conservados de glicosilación son requeridos para la integridad estructural y la estabilidad 
para el proceso de la biosíntesis y formación de los viriones (Chen, 2011).  Además, los 
glicanos en los epítopes antigénicos de la HA intervienen con el acceso de los 
anticuerpos neutralizantes evadiendo la respuesta inmune debido a cambios de 
aminoácidos en la proteína que altera el número y las posiciones de las glicosilaciones 
en la HA, posiblemente dando lugar a la deriva antigénica del virus de la influenza (Chen, 
et al., 2011).  
 
La HA es el principal antígeno sobre la superficie viral al que los anticuerpos 
neutralizantes se dirigen y su variación antigénica es el principal factor en la virulencia y 
transmisión del virus de influenza (Steinhauer, 1999; Wilson, 1990).  Esta variación 
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genética implica dos procesos separados, el cambio antigénico y la deriva antigénica, y 
afecta  la eficacia de las vacunas. 
 
Las vacunas de ADN que codifican a la proteína HA comparada con otras proteínas del 
virus influenza A han demostrado que es mas efectiva en inducir niveles altos de 
anticuerpos y respuesta de células T, proporcionando una mejor protección en ratones 
inmunizados con la HA y desafiados con el virus H5N1 (Jiang, et al., 2010) o con el virus 
H3N2 (Tang, et al., 2002; Tian, et al., 2006).  Igualmente, las vacunas de vectores 
recombinantes como son los adenovectores usados para la expresión de la proteína HA 
han inducido una respuesta humoral y celular y protección en cerdos, ratones y pollos al 
ser desafiados con virus de influenza del tipo H3N2 (Wesley, et al., 2004), H1N1 
pandémico (Steitz, et al., 2010) y H5N1, respectivamente (Gao, et al., 2006; Kopecky-
Bromberg y Palese, 2009; Toro, et al., 2010; Alexander, et al., 2012). 
 

  
 
2. - Metodología 
 
Figura 2-1.  Flujograma de la metodología empleada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30 Antigenicidad de la Hemaglutinina del Virus Influenza Porcina Subtipo 
(H1N1) Clásico como Candidato a Vacuna en un Vector de Expresión en 
Células de Mamífero 
 
Objetivo No. 1. Identificar la expresión de la glicoproteína 
Hemaglutinina del virus de influenza porcina (H1N1) 
clásico en un sistema eucariótico. 
 
2.1  Amplificación del gen de la Hemaglutinina 
Para la obtención del ARN se utilizó un virus de influenza A (H1N1) porcino clásico 
aislado en Colombia, el cual forma parte del banco de cepas del grupo de Virología 
Animal, de la Universidad Nacional de Colombia. 
 
2.1.1  Extracción de ARN del virus de influenza A y síntesis de 
cDNA 
La extracción del RNA se llevó a cabo usando el kit QIAamp Viral RNA Mini Kit 
(Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial. 
 
El RNA extraído se usó para obtener cDNA con  ayuda de la enzima SuperScript™ III 
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA), empleando el primer Uni12 cuya 
secuencia es: 5’- UCGUUUUCGUCC -3’ y se encuentra reportada en la literatura  
(Hoffman et.al., 2001).  Se empleó un volumen de reacción de 13ul conteniendo 5µg de 
RNA, 0,5µl de oligonucleótido 5µM, 2µl de dNTPs 10µM (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 
6,5µl de H2O, el cual se incubó durante 5 min a 65°C.  A continuación, se agregó 4µl 
tampón 10x, 1µl de DTT 0,1M (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1µl de RNAsa OUT 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y 1µl de la enzima transcriptasa reversa III (Invitrogen, 
Carlsbad, CA), y se incubó durante 1h a 42°C. 
 
Capítulo 2 31 
 
2.1.2  Diseño de los Oligonucleótidos 
Para amplificar la región codificante del gen de la hemaglutinina sin codón de parada se 
diseñaron oligonucleótidos basados en las secuencias de la Hemaglutinina del virus de 
influenza A del tipo H1N1 porcino clásico aislados en Colombia (algunas  publicadas en 
el Genbank).  A cada oligonucleótido se le agregó una región de reconocimiento por la 
enzima EcorV o Sal en el extremo 5’ con el fin de generar en el producto de PCR 
extremos cohesivos o romos para su clonación. 
 
El oligonucleótido antisentido se diseñó antes del codón de parada de la región 
codificante del gen HA y se agregó al extremo 5’ la región de reconocimiento por la 
enzima de restricción EcorV.  Para el oligonucleótido con sentido se utilizó el 
oligonucleótido reportado por Hoffman (2001) para amplificar el gen de la HA (Bm-HA-1).  
Este oligonucleótido se modificó en su extremo 5’, se eliminó la secuencia que tenia de 
enzima de restricción y se agregó la región de reconocimiento por la enzima de 
restricción SalI o EcorV.  Los oligonucleótidos se analizaron con la herramienta 
PrimerSelect del paquete de ADNstar para determinar la temperatura de anillaje y la 
formación de posibles estructuras secundarias. 
 
Tabla 2-1.  Oligonucleótidos empleados para la amplificación del gen HA.  Secuencia de 
las enzimas de restricción subrayada. 
 Oligonucleótidos 
Gen HA 
con la enzima SAlI y 
EcorV 
HA sal F-               5’-TATTGTCGACAGCAAAAGCAGGGG-3’ 
HA EcorV 1730R   5’-GATATCAATGCATATTCTGCACTGC -3’ 
Gen HA 
con la enzima EcorV 
HA EcorV F          5’-TATTGATATCAGCAAAAGCAGGGG -3’ 
HA EcorV 1730R   5’-GATATCAATGCATATTCTGCACTGC-3’ 
 
2.1.3  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La técnica de PCR se realizó de acuerdo a las recomendaciones generales descritas por 
la casa comercial productora de la enzima de alta fidelidad Expand High Fidelity PCR 
system (Roche, Mannheim, Germany).  El gen de la hemaglutinina se amplificó en 25 µl 
de reacción en una mezcla conteniendo 0,5µl de dNTPs 10µM (Invitrogen™), 0,38µl de 
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cada oligonucleótidos en concentración de 20µM, 1,3 U de ADN polimerasa alta fidelidad 
(Roche, Mannheim, Germany), 2.5 µl de tampón 10X.  Se utilizó un equipo Eppendorf 
Mastercycler gradient, 5331 programado de la siguiente manera: 1 precalentamiento a 
94°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificación: denaturación: 20 
segundos a 94°C, anillamiento: 30 segundos a 56°C y amplificación: 5 minutos a 72°C , 
un ciclo de finalización de 10 minutos a 72°C y 4°C hasta su finalización .  Los tubos de 
PCR se almacenaron a -20°C hasta que se realizó el análisis por electroforesis en gel de 
agarosa. 
 
2.2 Clonación, transformación y selección en el plásmido 
de transferencia pENTR™2B Dual 
El producto de PCR se clonó en el plásmido pENTR ™2B Dual (Invitrogen, Carlsbad, 
CA).  Este plásmido de transferencia permite la clonación dirigida del gen HA en un 
vector Gateway; además, optimiza la expresión del gen de interés después de la 
recombinación con el vector. 
 
2.2.1  Doble digestión de los productos de PCR y del plásmido 
pENTR™2B Dual 
Para generar los extremo cohesivos o romos de la clonación, el plásmido pENTR™2B 
Dual y los productos de PCR (gen HA) se digirieron con enzimas de restricción tipo II y se 
purificaron a partir de gel.  Cada producto de PCR se digirió con las enzimas Sal I y 
EcorV o solo con la enzima EcorV (de acuerdo al diseño de los oligonucleótidos).  El 
plásmido se digirió en dos formas: una con las dos enzimas de restricción Sal I y EcorV 
generando extremos cohesivos; y otra con solo la enzima EcorV generando extremos 
romos. 
 
Los productos de PCR (inserto gen HA) y el plásmido pENTR™2B Dual se sometieron a 
digestión con 1U de cada una de las enzimas de restricción SalI y EcorV (New England 
Biolabs, Ipswich, MA), en un volumen final de reacción de 50 µl.  A la mezcla de 
reacción se adicionaron 5 µl tampón 10X (New England Biolabs, Ipswich, MA) y 0.2 µg 
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BSA-acetilada, y se incubó durante 3 horas a 37°C.  El producto de digestión se sometió 
a análisis por electroforesis en gel de agarosa.  Es importante recalcar, que los 
amplificados no poseían un sitio SalI ni EcorV, estos sitios fueron incluidos en los 
oligonucleótidos sentido y anti-sentido.  Para la realización de este trabajo se hicieron 
aproximadamente 50 ensayos de digestión para la optimización de la clonación. 
 
2.2.2  Electroforesis en Gel de agarosa 
Se usó un total de 5-10µl del producto de las reacciones de amplificación por PCR o de 
la doble digestión para la evaluación en gel de agarosa al 1% (p/v), las muestras fueron 
mezcladas con EZ-VISION® (Amresco, Solon, OH) el cual cumplió la función de buffer de 
carga y de revelado para la visualización del gel.  Para la corrida electroforética se usó el 
tampón TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 M, EDTA 1mM). y las muestras se sometieron a 
electroforesis con voltaje constante (80V) durante 1 hora, empleando una fuente de 
poder Power-Pac 300 (Bio-Rad,, Hercules, CA).  Como marcador de peso molecular se 
usó el GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder  o λ Hind III (Fermentas, Waltham, MA) 
 
2.2.3  Purificación de Insertos y Plásmidos 
El inserto y el plásmido pENTR™2B Dual digerido se purificaron usando el kit Pure Link 
TM Quick Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA) para la clonación.  En resumen, el 
inserto o vector se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (p/v).  La banda de 
tamaño de 1730pb correspondiente al gen HA, y la banda de 3800pb correspondiente al 
plásmido pENTR™2B Dual fueron extraídas del gel.  Cada fragmento de gel con la 
banda se incubó durante 15 minutos a 55°C en el tampón GS1, la mezcla se depositó en 
una columna “Quick gel extraction™” y se centrifugó durante 1 minuto a 10000 rpm 
(revoluciones por minuto).  Posteriormente se lavó con 500 µl de tampón GS1, luego con 
700 µl de tampón W9, dejándolo en la columna por 5 minutos y se centrifugó 
nuevamente a las mismas condiciones.  El ADN se eluyó con 50 µl de agua estéril y se 
cuantificó usando un Nanodrop (Thermo scientific).  El material recolectado se congeló 
a  –20°C hasta su utilización. 
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2.2.4  Ligación del gen HA en pENTR™2B Dual 
Una vez purificados los productos de digestión mencionados anteriormente se ligó el gen 
HA en el plásmido de transferencia pENTR™2B Dual ® (Invitrogen, Carlsbad, CA).  Este 
vector presenta un sitio de clonación múltiple (sitios de reconocimiento por enzimas de 
restricción), un origen de replicación pUC, una secuencia kozak para la iniciación eficaz 
de la traducción en eucariotas, sitios de recombinación específicos attL1 y attL2, un gen 
de resistencia a kanamicina para la selección en E.coli  y un gen de resistencia a 
cloranfenicol (Figura 2-2). 
 
El inserto se ligó en el plásmido con 1 unidad de ADN ligasa T4 (New England Biolabs, 
Ipswich, MA), cocientes molares 3:1 inserto:vector y se incubó durante 1 hora a 25°C.  La 
mezcla se usó para transformar bacterias E. coli TOP10 competentes (Invitrogen, 
Carlsbad, CA). 
 
Figura 2-2. Mapa del plásmido pENTR™2B Dual.   
 
Presenta un gen de resistencia a la kanamicina, pUC ori: un origen pUC de replicación, una región de 
enzimas de restricción (Sal I, EcorV), attL1 y attL2: sitios de recombinación específicos, CmR: un gen de 
resistencia al cloranfenicol y el gen ccdB: para la selección o muerte de células bacterianas 
2.2.5 Transformación de bacterias E. coli competentes 
Las bacterias E. coli químicamente competentes (TOP10) se transformaron por choque 
térmico.  Se depositaron 1-5 µl de la mezcla de ligación en 50 µl de bacterias 
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competentes descongeladas.  Se incubaron durante 30 minutos en hielo y se sometieron 
a choque térmico durante 30 S – 1 min a 42°C, trasladándolas inmediatamente a hielo 
durante 5 minutos.  Las bacterias transformadas se incubaron durante 1 hora a 37°C en 
agitación constante (300 rpm) en el medio Luria Bertani (LB) sin antibióticos y 
posteriormente se sembraron en medio agar LB con antibiótico (Kanamicina, 100 µg/ml) 
para la selección de las bacterias con el inserto.  Las unidades formadoras de colonias 
(UFC) se crecieron en medio LB líquido para realizar la extracción del ADN plasmídico y 
verificación de la clonación. 
 
2.2.6  Extracción ADN plasmídico 
Para la extracción de ADN plasmídico de los clones recombinantes, se sembró una UFC 
en medio líquido LB enriquecido con antibiótico (Kanamicina o Ampicilina) y se incubó 
durante 16 horas a 37°C a 300 rpm.  Luego se transfirió este cultivo a un tubo eppendorf 
de 1.5 ml y se centrifugó a 10000 rpm por 30 S a 4°C.  El precipitado de bacterias se 
resuspendió en 100 µl de la solución I (50 mM glucosa, 25 mM tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA pH: 8.0) y en 200 µl de la solución II (0,2 N NaOH, 1% SDS).  Luego se adicionó 
150 µl de la solución III (AcK 5 M, Ácido acético glacial 3 M) se mezcló por inversión y se 
centrifugó a 14000 rpm durante 5 min.  El sobrenadante se mezcló con 2 volúmenes de 
etanol y se centrifugó a las mismas condiciones mencionadas previamente.  El producto 
obtenido se lavó con etanol al 70%.  El ADN obtenido se resuspendió en 50 µl de agua 
estéril y se guardó a -20°C. Una vez verificada la clonación o la recombinación se realizó 
extracción de DNA plasmídico con el kit de extracción  
 
2.2.7  Verificación de la clonación de HA en pENTR™2B Dual ® 
 
Análisis con enzimas de restricción 
Para verificar la presencia del inserto en el vector se realizó una doble digestión con las 
enzimas, SalI, SspI, BamHI y HpaI.  Se utilizó 1U de cada enzima de restricción en un 
volumen final de 20 µl de reacción.  Se adicionó 6 µl tampón 10X (New england 
biolabs) a la mezcla de reacción y 0.2 µg BSA-acetilada, y se incubó durante 3h a 
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37°C.  El producto de la digestión se sometió a un análisis por electroforesis en gel de 
agarosa al 1.2%. 
 
PCR 
Para verificar la presencia del inserto se realizó PCR con los oligonucleótidos del inserto.  
El producto de PCR se sometió a un análisis por electroforesis en gel de agarosa al 
1.2%. 
 
Secuenciación 
Para verificar el marco de lectura y la ligación del inserto en el plásmido pENTR™2B 
Dual ® o pAd/CMV/V5-DEST™ en la dirección correcta, se realizó secuenciación en 
ambas direcciones en un secuenciador ABI Prism 3100 – Avant (Applied Biosystem, 
Foster City, CA) usando el kit Big Dye terminador v3.1.  Para la secuenciación se 
utilizaron los cebadores T7 sentido y T7 antisentido. 
 
2.3 Recombinación del plásmido pENTR™2B Dual ® en 
el adenovector pAd/CMV/V5-DEST™ 
Se realizó una recombinación entre el plásmido pENTR™2B Dual + Inserto (HA) y el 
vector pAd/CMV/V5-DEST™.  Este vector presenta sitios de recombinación específicos 
attL1 y attL2, un gen de resistencia (Ampicilina) para la selección en E.coli, un origen de 
replicación pUC, un promotor de citomegalovirus (CMV) de expresión alta y el vector le 
confiere a la proteína de interés en la región C-terminal una secuencia de antiV5 para la 
identificación de la proteína (Figura2-3).  Además, el vector presenta secuencias del 
Adenovirus humano subtipo 5 que codifica genes y elementos (ITRS, secuencias 
repetitivas) requeridos para el buen empaquetamiento y producción del adenovirus. 
 
Para la recombinación se utilizó una mezcla de 1µl vector pAd/CMV/V5-DEST™ 
(150ng/ul), 7ul plásmido pENTR™2B Dual + Inserto (HA) (400ng) y 2ul de la enzima 
Gateway ® LR Clonase ™ II. Se incubó durante 1h a 25°C.  Luego se agregó a la 
reacción 1ul de proteinasa K y se incubó a 37°C por 10min.  La reacción de 
recombinación LR se utilizó para transformar células competente E. coli y seleccionar los 
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clones de expresión.  Para seleccionar los clones positivos se realizó PCR, y digestión 
por enzimas de restricción de acuerdo al numeral 2.2.7. 
 
Figura 2-3. Mapa vector de expresión pAd/CMV/V5-DEST™.   
 
En la parte superior se muestra los dos sitios de recombinación attR1 y attR2, la región de epítope V5 que la 
agrega a la proteína de interés expresada, un gen de resistencia a la ampicilina, pUC ori: un origen pUC de 
replicación, CmR: un gen de resistencia al cloranfenicol, el gen ccdB: para la selección o muerte de células 
bacterianas, Pcmv: un promotor de citomegalovirus para una alta expresión del gen de interés, ITRs 
secuencias repetitivas del adenovirus,  y TK: una secuencias de poliadenilación para la eficiencia de 
terminación de la transcripción. 
. 
 
 
Una vez seleccionados los clones recombinantes se realizó extracción de ADN 
plasmídico a mediana escala con QIAGEN Plasmid Mini kit y se digirió con la enzima 
PacI de acuerdo al numeral 2.2.7.  Esta digestión se realizó para eliminar secuencias 
bacterianas (origen PUC y gen de resistencia a Ampicilina) y exponer los ITRs virales 
izquierdos y derechos para permitir la replicación y empaquetamiento viral. 
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2.4 Expresión del gen HA en células de mamífero (HEK 
293-A) 
 
2.4.1  Transfección de células HEK 293-A 
Para expresar el gen de la hemaglutinina como una proteína recombinante en un sistema 
eucariótico, se transfectaron las células embrionarias de riñón humano (HEK 293-A) con 
el vector recombinado pAd/CMV/V5-DEST™ + inserto (gen HA).  Mediante un complejo 
liposomal, usando lipofectamina se introdujo el DNA plasmídico a la célula en donde la 
interacción con la membrana celular permitió su absorción por endocitosis y después su 
liberación en el citoplasma.  La línea HEK 293-A es una línea celular establecida de 
células primarias embrionarias de riñón humano modificada con DNA de Adenovirus 
humano tipo 5.  Estas células expresan en cis genes que codifican la región E1 de 
adenovirus y participan en la transactivación de algunos promotores virales.  Además, 
complementa la deleción de E1 en los vectores adenovirales recombinantes 
 
Para la transfección de las células se sembró el día anterior 350.000 células/pozo en una 
placa de seis pozos para obtener al día siguiente una confluencia de 90 al 95%.  Esto es 
para garantizar que un mayor número de células capturen el ADN y que la tasa de 
viabilidad después de la transfección sea alta, ya que los reactivos empleados pueden 
ser tóxicos para la célula.   
 
En cada tubo eppendorf se diluyó 1, 2 y 3 ug de ADN en 250µl de OPTI-MEM I (Reduced 
Serum médium) sin suero (GIBCO/Invitrogen), al mismo tiempo en otro tubo se 
agregaron 3µl de lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad CA) con 250µl de OPTI-MEM I 
(Reduced Serum médium) sin suero.  La solución de lipofectamina se mezcló con cada 
dilución de ADN y se incubó por 5min; después se mezcló la solución de ADN con la 
solución de lipofectamina por 20min.  Las células se lavaron con PBS1x, se adicionó 
1,5ml de OPTI-MEM I (Reduced Serum medium) con suero al 10% y se agregó el 
complejo liposomal a las células.  Al día siguiente se agregó medio DMEM (Dulbecco´s 
Modified Eagle Medium -Gibco®) con 2,5% suero sin/con Agarosa al 5%.  Posteriormente 
a las 48 horas post-transfección las células en medio DMEM sin agarosa se tripsinizaron 
Capítulo 2 39 
 
y se sembraron en caja petri (100x20mm) con DMEM al 2,5% de suero, posteriormente 
se cambió el medio cada 48h hasta observar efecto citopático en las células.  Para la 
cosecha viral se realizó  congelación (-70°C) y descongelación a temperatura ambiente 
(Ta) por 3 veces, lo anterior con el fin de romper las células y liberar los viriones 
restantes. 
 
Con el fin de observar placas virales, a partir de las cuales se pudiera obtener virus 
recombinante puro, las células infectadas se cultivaron en medio fresco DMEM con SFB 
2,5% y agarosa 5%, de acuerdo con los requerimientos del cultivo, hasta observar la 
presencia de efecto citopático.  Se seleccionó placas virales con efecto citopático y el 
producto obtenido se diluyó en 250µl de DMEM con 2,5% de suero a 37°C por 24 horas.  
Luego, se agregó el virus recombinante diluido a células HEK 293- A sembradas en placa 
de 12 pozos con una confluencia de 90-95% y se incubó durante 1h a 37°C con 5% de 
CO2.  Por último se agregó 2 ml de medio DMEM con 2,5% suero y se incubó por 37°C 
con 5% de CO2 hasta que se presentó un efecto citopático. 
 
Las primeras cosechas del virus recombinante se usaron para infectar nuevamente 
células HEK-293A.  
 
2.4.2  Infección de células HEK-293A 
Se usaron células HEK-293A con un 80-90% de confluencia y se infectó con una solución 
que contenía en una proporción de 1:1 adenovector recombinante y PBS 1x.  Lo anterior 
se incubó durante 1h a 37°C con 5% de CO2.  Luego se agregó DMEM 2,5% de suero y 
se incubó entre 2-3 días a 37°C con 5% de CO2, hasta observar efecto citopático.  Para 
cosechar el virus recombinante se procedió de la siguiente manera: por 3 veces se 
congeló (-70°C) y se descongeló a temperatura ambiente la monocapa de células para 
romper las células y liberar los viriones restantes.  A continuación se centrifugó el 
producto a 3000 rpm por 10min y se recuperó el sobrenadante conteniendo el virus 
recombinante, el cual fue almacenado a  -70°C hasta su uso. 
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2.4.3  Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA) 
Para determinar la expresión de la proteína HA se realizó un análisis de IFA utilizando 
anticuerpos dirigidos contra el epítope V5 proporcionado por el Adenovector.  Con este 
fin se infectaron células HEK-293A con el virus recombinante,  una vez se observó el 
efecto citopático se lavaron las células con PBS 1x y se fijaron durante 5 minutos en 
100% metanol-acetona.  Se lavó con PBS1x y se bloqueó con la solución de bloqueo 
(PBS 1x /10% suero fetal bovino) durante 20 minutos.  Luego se removió la solución de 
bloqueo y se agregó el anticuerpo antiV5 conjugado en una dilución de 1:500 en PBS1x 
con 10% de suero y se incubó durante 1h a temperatura ambiente en oscuridad.  
Finalmente las células se lavaron con PBS1x y se observaron al microscopio de 
fluorescencia para su lectura. 
 
2.4.4  Electroforesis en gel de poliacrilamida 
Los virus recombinantes se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) con el fin de determinar la homogeneidad de las poblaciones proteicas y el peso 
molecular aproximado de la proteína HA.  Esta técnica separa las proteínas por su 
tamaño y no por su carga.  Los pesos de las proteínas se estimaron por migración 
relativa comparada con marcadores proteícos.  Se emplearon dos marcadores Precision 
Plus Protein All Blue Standards y el marcador Precision Plus Protein Kaleidoscope 
Standards (Biorad ®), en escalera desde 10 a 250kDa 
 
Las cosechas virales se corrieron en geles de 15% en condiciones no denaturantes, la 
corrida del gel se realizó a 80V durante 20 min y a 100V durante 2,5 h, se realizó una 
mezcla 1:1 de muestra y buffer Laemmli (Biorad, Hercules CA), se tomó 5µl y se incubó 
a 95ºC durante 10 min.  Posteriormente se realizó tinción con Azul de Coomassie.  Este 
procedimiento se realizó varias veces hasta obtener una corrida adecuada de las 
muestras. 
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2.4.5  Inmunoblot 
Para determinar la expresión proteica de la HA se realizó un análisis de Inmunoblot 
utilizando anticuerpos dirigidos contra el epítope V5 y anticuerpos contra la HA obtenidos 
a partir de suero de cerdos inmunizados con un modelo de vacuna inactivada 
conteniendo  virus de influenza del tipo H1N1 clásico, desarrollado por el grupo de 
Microbiología y Epidemiología de la Universidad Nacional de Colombia (Mancipe, 2012).  
Las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida y la electro-transferencia se realizó 
en una membrana de PVDF (Biorad ®) aplicando un voltaje de 30V durante 18 horas.  El 
sistema de transferencia se ensambló de la siguiente manera: una espuma, un papel de 
filtro, un gel de poliacrilamida, una membrana de PVDF, un papel filtro y una espuma, en 
buffer de electro-transferencia (Tris base, Acido bórico y metanol). Como control de la 
prueba se utilizó virus de influenza A del tipo H1N1, extracto de proteínas de células 
HEK-293A. 
 
Para realizar la prueba de Inmunoblot se utilizaron 50 ml de la solución de bloqueo (TBS 
1x/Tween 20/BSA) durante 2 horas y la membrana se lavó con 50 ml de la solución de 
lavado (Tween 20/TBS 1x) durante 5 min.  Luego se incubó durante 1h 30min con 
anticuerpos anti-V5 de ratón en una proporción de 1:5000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) o 
con sueros de cerdos inmunizados con virus de influenza H1N1 inactivado diluído en una 
proporción de 1:100, 1:50, 1:10, en una solución de anticuerpo (TBS1x/Tween 20/BSA).  
La membrana se lavó nuevamente durante 3-8 minutos y se incubó con IgG anti-ratón  
(1:20.000) o anti-cerdo (1:10.000) respectivamente, diluido en solución de anticuerpo y la 
membrana se lavó nuevamente durante 3-8 minutos.  Por último se reveló la reacción 
empleando una solución del substrato (BCIP/NBT Sigma Phast) diluido en 10 ml de 
agua tipo I, por el periodo de tiempo necesario hasta obtener la intensidad deseada. 
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Objetivo No. 2 Determinar la antigenicidad de la 
Hemaglutinina del virus de influenza porcina (H1N1) 
clásico al ser expuesto a sueros de cerdos infectados 
naturalmente con el virus influenza A. 
 
2.5 Determinación de la antigenicidad de la 
Hemaglutinina 
 
2.5.1 Reactividad Serológica 
Se utilizaron sueros de cerdos provenientes de explotaciones comerciales, sin 
antecedentes de vacunación contra el virus de la influenza porcina, los cuales eran  
serológicamente positivos al virus de influenza porcina del tipo (H1N1) por prueba de 
inhibición de la hemaglutinación. Los sueros de cerdo utilizados en el presente estudio 
pertenecen al banco de sueros existente en el Laboratorio de Virología Animal, 
Postgrado de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad 
Nacional de Colombia y  presentaban un titulo de Inhibición de la hemaglutinación (HI) 
contra el virus de influenza H1N1 de 1:320. 
 
2.5.2  Inmunoblot 
La técnica de inmunoblot se realizó de acuerdo al procedimiento mencionado en el 
numeral 2.4.5, empleando los sueros de cerdos en una dilución 1:25.  Como control 
positivo se usó virus de influenza porcina (H1N1) clásico aislado de Colombia con un 
título de HI 1:1024. 
 
  
 
3. Resultados y Discusión 
3.1 Amplificación del gen de la hemaglutinina H1 
Empleando los dos juegos de oligonucleótidos usados para la amplificación del gen HA  
(Tabla 2-1) se obtuvieron productos de PCR de 1730pb, correspondientes al tamaño 
esperado para el gen HA (segmento genómico 4) (Figura 3-1).  Se observaron algunas 
bandas inespecíficas, debido a la secuencia de los oligonucleótidos universales para 
amplificar los genes del virus de influenza A diseñados por Hoffman (2001) y que se 
emplearon en éste trabajo, los cuales se diferencian entre sí por 2 o 3 residuos en el 
extremo 3’, teniendo en cuenta ésto y como resultado de su utilización en la técnica de 
PCR podría presentarse una unión inespecífica con otros segmentos del virus de 
influenza.  Por otro lado y para compensar éste posible efecto, en el ciclo de la PCR se 
utilizó una extensión larga (5 minutos), logrando así incrementar y asegurar que 
fragmentos largos de PCR sean producidos en una situación donde una reacción que 
resulta en la amplificación de un fragmento pequeño compite con una reacción que 
produce fragmentos de PCR más largos.  Lo anterior concuerda con lo observado por 
Hoffman (2001) al amplificar el gen HA utilizando el juego de cebadores Bm-HA-1/Bm-
NS-890R, donde la generación de fragmentos pequeños de NS (900 pb) competían con 
la generación de fragmentos más grandes correspondientes al gen HA (~ 1800 pb).  Los 
tiempos de extensión largos garantizaron la producción en cada ciclo de la PCR de la 
longitud del gen HA, además de obtener la longitud del gen NS (segmento genómico 8). 
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Figura 3-1. Amplificación del gen HA   
 
 
 
 
 
Líneas: 1. Marcador de peso molecular (MPM) de 100pb-3000pb, 2 y 3 Amplificación del gen HA mas la 
secuencia de las enzimas de restricción EcorV y SalI, 5 y 6 Amplificación del gen HA mas la secuencia de las 
enzima de restricción EcorV; 4 y 7 Controles negativo de reacción; 8, 9 y 10 controles positivos. 
 
Con el fin de garantizar la obtención, únicamente del amplificado correspondiente a la 
longitud total del gen HA, las bandas obtenidas a la altura deseada se cortaron y se 
purificaron a partir de gel, obteniendo de ésta manera exclusivamente la banda de 
1730pb, correspondiente al gen de la HA como se muestra en la Figura 3-2. 
 
Figura 3-2.  Producto de PCR purificado. 
1730 pb
1       2        3      4
1500 pb
 
La banda de 1730pb corresponde a la amplificación del gen HA purificado. Líneas: 1. (MPM) de 100pb-
3000pb, 2-3. purificación del producto de PCR del gen HA con las enzimas EcorV y SalI (5ul y 2 ul de 
producto respectivamente)  4,  purificación del producto de PCR del gen HA con la enzima EcorV (5ul). 
 
Se verificó tanto la pureza como la concentración del producto de PCR purificado, 
previamente a su inserción en el vector.  En promedio se obtuvo para el producto de PCR 
de HA con EcorV + Sall una concentración de 38,4ng/ul y para el producto de PCR HA 
con EcorV una concentración de 30,2 ng/ µl con un rango de pureza de A260: 1,88-1,99. 
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3.2 Clonación y análisis del gen HA en el plásmido de 
transferencia 
En la clonación dirigida, la digestión del plásmido de transferencia y de los productos de 
PCR fue óptima (Figura 3-3).  En el gel de agarosa se observó que el plásmido con la 
enzima EcorV fue linealizado (3800pb) y con las enzimas de restricción EcorV y SalI se 
obtuvo un plásmido de tamaño de 2299pb con un extremo cohesivo y uno romo, de 
acuerdo con lo esperado. 
 
Figura 3-3.  Digestión de los productos de PCR y plásmido pENTR™2B Dual.  
 
En la línea 3 se muestra el plásmido linealizado y en la 5 se muestra el plásmido con los extremos cohesivos.  
Líneas: 1. MPM de 100pb-3000pb, 2. producto de PCR digerido con la enzima EcorV, 3. plásmido 
pENTR™2B Dual digerido con la enzima EcorV, 4. producto de PCR digerido con la enzima EcorV y SalI, 5. 
plásmido pENTR™2B Dual digerido con las enzimas SalI-EcorV, 6. MPM λHind III. 
 
Se logró una transformación óptima en bacterias E. coli químicamente competentes 
(TOP10) tratadas con el producto de la reacción de ligación del plásmido pENTR™2B 
Dual con los productos de PCR digeridos.  Se observó un promedio de 80 UFC para el 
plásmido conteniendo el gen HA tratado con las enzimas EvorV-SalI y de 40 UFC para el 
plásmido conteniendo el gen HA digerido con la enzima EcorV.  Se verificó la eficiencia 
de la transformación con el control positivo, en el cual se obtuvo una eficiencia de 
transformación de 1,83x108.  
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En la figura 3-4, se muestra el resultado de la extracción de ADN plasmídico a partir de 
las UFC seleccionadas de la clonación dirigida con extremos cohesivos (plásmidos con el 
gen HA digeridos con EcorV- SalI).  Como se puede observar, se obtuvo el tamaño 
esperado de 4029pb y las tres conformaciones del ADN plasmídico circular, linear y 
super enrollado.  Dentro de los clones recombinantes evaluados cuatro no presentaron el 
tamaño esperado (línea 1, 4, 12 y 27).  Basados en el hecho de que una clonación 
dirigida con extremos cohesivos en el extremo 5’ y extremos romos en el extremo 3’ del 
producto de PCR garantiza la entrada del producto en marco de lectura, una digestión 
directa sobre el producto de PCR puede no ser viable a causa de la posición marginal 
que estos sitios de corte ocupan en el fragmento amplificado.  Adicionalmente, la 
eficiencia de las enzimas puede estar afectada cuando un sitio de corte está demasiado 
cerca del extremo de una molécula de ADN, resultando en un corte ineficientemente o en 
que no se lleve a cabo el corte por falta de los nucleótidos requeridos alrededor del sitio 
de reconocimiento por parte de las enzimas de restricción (Kaufman, et.al. 1990; Turbett 
and Sellner, 1996). 
 
Figura 3-4. Extracción de ADN plasmídico de los clones recombinantes del gen HA.   
 
Se observa el tamaño esperado de 4029pb y sus tres conformaciones.  Líneas: 14. MPM λ HindIII, 15. MPM 
100pb-3000pb; y 1-12 y 16-27 Clones recombinantes resultado de la clonación dirigida por extremos 
cohesivos.13 Control negativo 
 
Para el experimento de clonación con extremos romos (digestión solo con EcorV) se 
obtuvieron resultados negativos (datos no mostrados), encontrando que el tamaño del 
ADN plasmídico era menor al esperado (5510pb) lo cual podría deberse a alguna de las 
siguientes razones: 1) Una ineficiencia de la acción de la enzima de restricción, como 
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resultado de la imposibilidad de formar extremos romos adecuados en el plásmido o el 
inserto; 2) La ineficiencia de la enzima de ligación (DNAligasa T4) por su inestabilidad, 3) 
Efecto de impurezas provenientes del gel de agarosa, y/o 5) por la desfosforilación 
parcial en el extremo 5’ (fosfato) por la ineficiencia de la enzima fosfatasa intestinal de 
ternero (CIP) que permitió la recircularización del ADN plasmídico (Grûndemann y 
Schoming, 1996). 
 
A partir de los resultados obtenidos se decidió trabajar con los clones recombinantes 
provenientes de la clonación dirigida con extremos cohesivos, ya que en éste ensayo se 
comprobó el tamaño esperado para el plásmido pENTR™2B dual con el gen HA. 
 
El análisis de los clones seleccionados permitió verificar una correcta inserción y 
secuencia del gen HA del virus de influenza porcina del tipo H1 en el plásmido de 
transferencia pENTR™2B dual, empleado para la recombinación de homólogos, como se 
evidencia en la Fig 3-5 y en la tabla 3-1.  Así mismo el análisis de los ADN plasmídicos 
de los clones recombinantes tratados con la enzima de restricción EcorV, SalI, SspI, 
BamHI y HpaI de los ADN plasmídicos de los clones recombinante mostró fragmentos de 
los tamaños esperados.  Confirmando así la clonación del gen HA en el plásmido 
pENTR™2B dual. 
 
Tabla 3-1.  Fragmentos esperados al digerir el plásmido pENTR™2B Dual con o sin el 
gen HA 
 pENTR™2B Dual + gen HA 
pENTR™2B Dual 
Enzimas Fragmentos 
esperados en pb (si 
el inserto está en 
correcta dirección)  
Fragmentos 
esperados en pb (si el 
inserto no está en 
correcta dirección) 
EcorV + SalI 
Corte en los 
extremos del 
caset de HA 
1730 
2299 
1730 
2299 
501 
3299 
SspI 
Corte interno 
en el caset de 
HA 
448 
1611 
1970 
448 
829 
2752 
1422 
2378 
BamHI + HpaI 287 
408 
3336 
287 
408 
3336 
89 
702 
3009 
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Se verificó que los clones recombinantes se encontraban libres de potenciales 
contaminaciones a través de la amplificación del gen HA por PCR, como se observa en la 
Figura 3-6, donde se muestra que solo se obtuvo una banda de amplificación específica 
de 1730 pb correspondiente al gen HA.  Además, verificó tanto la pureza como la 
concentración de los clones recombinantes a utilizar en la recombinación.  En promedio 
se obtuvo entre 227 y 347,1 ng/ µl con un rango de pureza de A260: 1,88-1,99. 
 
Figura 3-5.  Digestión del plásmido pENTR™2B Dual con el gen HA.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) Digestión del plásmido con varias enzimas. Líneas: 1-5 Clones recombinantes digeridos con la enzimas 
SspI, 6-11 Clones recombinantes digeridos con las enzima BamHI y HpaI, 12. MPM de 100pb-3000pb, 13. 
MPM de λHind III.  B) Doble digestión con las enzimas de restricción Ecor V y SalI.  Líneas: 1-15 y 18-23 
Clones recombinantes digeridos, 16. MPM de 100pb, 17. MPM de λHind III. 
 
Figura 3-6. Amplificación del gen HA en el plásmido pENTR™2B Dual.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Líneas 1. MPM de 100pb-3000pb, 2-6 amplificación del gen HA a partir de los Clones recombinantes, 7. 
Control positivo, 8. Control de reacción. 
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3.3 Recombinación del plásmido de transferencia en el 
Adenovector  
Se logró una recombinación óptima entre el plásmido de transferencia pENTR™2B Dual 
+ gen HA y el Adenovector pAd/CMV/V5-DEST™.  El análisis de los ADN plasmídicos de 
los clones recombinantes evaluados por electroforesis demostró una banda 
aproximadamente de 36.225pb correspondiente al tamaño esperado después de realizar 
la recombinación entre el plásmido de transferencia y el Adenovector, como se observa 
en la figura 3-7. 
 
Figura 3-7  ADN plasmídico de los clones recombinantes de pAd/CMV/V5-DEST™ + gen 
HA.   
1         2    3   4   5    6   7    8    9  10  11      12     13      14  15  16 17 18 19 20  21  22  23
36225 pb
 
Bandas de tamaño esperado de 36225pb.  Líneas: 2-11 y 14-23 Clones recombinantes pAd/CMV/V5-
DEST™ con el gen HA, 1, 12 MPM  y 13 MPM λHind III.   
 
El análisis mediante RFLP de los adenovectores recombinantes con las enzimas de 
restricción BamHI y HpaI demostró la presencia de fragmentos de los tamaños 
esperados y confirma la recombinación e inserción del gen HA (Figura 3-8).  En la tabla 
3-2 se indican los tamaños esperados de los fragmentos al digerir el pAd/CMV/V5-
DEST™ con o sin el gen HA, los valores en negrilla señalan las diferencias de tamaño 
entre el vector con o sin el gen HA. 
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Tabla 3-2.  Fragmentos esperados al digerir el pAd/CMV/V5-DEST™ con o sin el gen HA 
Enzimas pAd/CMV/V5-DEST™ + gen HA pAd/CMV/V5-
DEST™  solo 
Fragmentos esperados 
en pb (si el inserto está 
en correcta dirección)  
Fragmentos esperados en pb 
(si el inserto no está en 
correcta dirección) 
BamHI 526 
1815 
14519 
19361 
526 
1865 
14519 
19315 
526 
2131 
19510 
14519 
BamHI + HpaI 285 
408 
516 
954 
956 
1122 
1435 
5965 
7085 
7129 
10370 
285 
408 
516 
954 
956 
1435 
1865 
5965 
6342 
7129 
10370 
516 
956 
954 
1435 
2131 
5965 
7129 
7230 
10370 
 
Figura 3-8.  Resultados de la digestión del plásmido pAd/CMV/V5-DEST™ + gen HA.  
19361 pb
14519 pb
1815 pb
526 pb
10370 pb
7129 pb, 7085pb
5965 pb
1435 pb
1122 pb
954 y 956 pb
516 pb
408 pb
693 pb
1     2    3    4     5    6     7    8    9   10   11  12   13 14  15  16  17  18   19  20  21   22  23  24  25   26  27  28  29   30
 
Líneas: 1-14 y 17-22 clones recombinantes pAd/CMV/V5-DEST™ + gen HA digeridos con la enzima BamHI, 
23-30 clones recombinantes pAd/CMV/V5-DEST™ + gen HA digeridos con las enzima BamHI y HpaI, 15. 
MPM de λHind III, 16. MPM de 100pb-3000pb. 
 
El mapeo de enzimas de restricción con cada uno de los clones evidenció la presencia de 
fragmentos en los tamaños esperados. Sin embargo, en algunos clones se observaron 
bandas no específicas.  De acuerdo con lo reportado en la literatura, lo anterior podría 
relacionarse con una de las siguientes razones: la primera que las muestras de ADN 
plasmídico no estuvieran totalmente libres de contaminantes como fenol, cloroformo, 
etanol, detergentes o sales provenientes de la extracción manual, lo cual puede interferir 
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en la actividad endonucleasa de la enzima de restricción; o la segunda, que la enzima de 
restricción cortó parcialmente como resultado de la  concentración del ADN plasmídico 
presente, ya que se ha reportado que 1 unidad de enzima corta 1ug de ADN, sin 
embargo en el caso de los plásmidos se requiere de más enzima por el 
superenrollamiento o por el número total de sitios de clivaje que éstos pueden contener 
(Williams, 2001; Hyman, 1992). 
 
Aquellos clones recombinantes que resultaron positivos al análisis de RFLP y en los 
cuales se demostró ausencia de contaminantes al amplificar el gen HA por PCR se 
utilizaron para secuenciación.  Dichos resultados de secuenciación de los clones 
positivos, confirmaron la presencia del fragmento correspondiente en el marco de lectura 
adecuado (Anexo A).  Igualmente se demostró una homología del 100% en la secuencia 
de nucleótidos del gen HA en el adenovector pAd/CMV/V5-DEST con la secuencia 
publicada en el genbank de la cepa del virus de influenza porcina clásica H1N1 aislada 
en Colombia: A/swine/Colombia/0401/2008(H1N1) (GI:408717452). 
 
Los clones recombinantes positivos y en marco de lectura se amplificaron a mediana 
escala, se cuantificaron y se digirieron con la enzima PacI para ser usados en la 
transfección de células HEK- 293A.  La digestión con la enzima PacI permitió la 
exposición de los ITR virales izquierdos y derechos y la eliminación de secuencias 
bacterianas de acuerdo a lo reportado por la casa comercial.  La cuantificación de los 
clones pAd/CMV/V5-DEST + HA arrojó un promedio de concentración entre 0,227 a 
0,8364 µg/ µl con un rango de pureza (A260) de 1,83-1,86. 
 
3.4 Expresión del gen HA como proteína recombinante 
en un adenovector 
Se observó que la transfección de células HEK 293A con el adenovector pAd/CMV/V5-
DEST + gen HA digerido con la enzima PacI fue exitosa y que la transfección con 
liposomas no provocó muerte celular significativa.   
 
Como resultado de los diferentes ensayos de transfección empleando varias 
concentraciones de DNA plasmídico se encontró lo siguiente:  
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En el ensayo 1, el cual no incluía adición de agarosa, se observó efecto citopático a los 8 
día post-transfección en cada una de las diluciones de ADN plasmídico independiente de 
la concentración empleada (Figura 3-9).  Este resultado coincide con lo reportado por el 
manual ViraPower™ Adenoviral Expression System, donde se describe que el efecto 
citopático es visible entre el 7-10 día post-transfección.  Como se puede observar en la 
figura 3-9, al iniciar el proceso de replicación del virus aproximadamente a los 4-6 días 
postransfección, las células HEK 293A se redondean y se desprenden de la superficie 
mostrando el efecto citopático característico (Graham y Smiley, 1977), observando lisis 
de las células que contienen partículas virales y en la infección de las células vecinas por 
estos nuevos virus. Una vez se observó un efecto citopático en la monocapa de células 
mayor al 80%, lo cual ocurrió aproximadamente a los 14 días post-infección se realizó la 
cosecha viral y se almacenó a -70°C para su análisis posterior por inmunoblot e 
inmunoflorescencia  
 
Para el segundo ensayo, en el cual se crecieron las células en medio con agarosa, se 
observó efecto citopático al día 20 post-transfección en cada una de las diluciones de 
ADN plasmídico (Figura 3-10).  A diferencia de lo reportado por el manual ViraPower™ 
Adenoviral Expression System, donde se describe que la aparición de las placas virales 
empieza entre los 8-12 días post- transfección. 
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Figura 3-9.  Línea celular HEK-293A posterior a la transfección con el plásmido 
Adenoviral recombinante pAd/CMV/V5-DEST + gen HA 
 
Día 0 y 1 post- transfección medida que crecen las células el adenovector se replica para generar la partícula 
viral, Día 8-14 post-transfección, cada vez que aumenta el número de partículas virales se pude observar el 
efecto citopático en las células. Magnificación 20X. 
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Figura 3-10.  Línea celular HEK-293A posterior a la transfección con el plásmido 
Adenoviral recombinante pAd/CMV/V5-DEST + gen HA, en medio con Agarosa.  
 
Día 0 y 8 post- transfección a medida que crecen las células el adenovector se replica para generar la 
partícula viral, Día 21 post-transfección cada vez que aumenta el número de partículas virales se puede 
observar las placas virales acompañadas de efecto citopático en las células. Magnificación 20X 
 
Al sembrar virus proveniente de las placas virales seleccionadas al día 22 post-
transfección, se observó efecto citopático al día 3 post-infección.  El virus obtenido se 
cosechó  y se usó para infectar células con el fin de obtener un volumen adecuado para 
realizar los ensayos de inmunoblot e inmunoflorescencia de la misma manera que en el 
caso anterior. 
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En conclusión se encontró que independientemente del medio empleado, con o sin 
agarosa, no se observó diferencia en el tiempo de aparición del efecto citopático entre las 
concentraciones de ADN plasmídico usado en los dos ensayos.  
 
Se demostró una reacción de inmunofluorescencia positiva, al evaluar las células 
infectadas con el virus recombinante 3 días post-infección empleando un anticuerpo 
contra la cola V5, lo cual es indicativo de la expresión del gen de la hemaglutinina con la 
cola de V5.  Igualmente se verificó la presencia de efecto citopático en las células 
infectadas. El resultado de la reacción se muestra en la Figura 3-11, donde se puede 
observar igualmente el control negativo, correspondiente  a células HEK-293A sin 
infectar. 
 
Figura 3-11.  Expresión del gen HA con cola V5, tres dias post-infección.   
 
A. Se observa una reacción positiva indicando la expresión de la proteína HA con la cola V5 en el 
Adenovector en células HEK-293A, 3 día post-infección; B. Control negativo células HEK-293A sin infectar, 
mostrando una reacción negativa indicando que éstas no expresan el epitope V5.  Magnificación 20X, la 
inmunofluorescencia se observó a una longitud de onda de 495nm con un filtro para isotiocianato de 
fluoresceína. 
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El análisis electroforético de las cosechas de los virus recombinantes (clones virales) en 
un gel de poliacrilamida no denaturante mostró que las células HEK-293A transfectadas 
con el Adenovector pAd/CMV/V5-DEST + gen HA presentaron bandas adicionales 
comparado con los controles negativos: lisado de células HEK-293A sin transfectar y 
transfectadas con el Adenovector sin el gen HA, denotando la expresión del gen HA.  
Para la mayoría de los clones virales se observó bandas de: 150, 75, 72, 38 y 29 kDa 
aproximadamente las cuales podrían corresponder a dímeros de la HA, HA completa 
monoglicosilada (HA0 + 2,5kDa peso dado por la glicosilación), HA0, HA1 y HA2 
respectivamente (Figura 3-12) y un segundo perfil, el cual se observó solo para uno de 
los clones virales (línea 7, Figura 3-12), presentó fragmentos de 100, 72, 65, 35, 29 kDa 
aproximadamente, que podrían corresponder a la proteína HA en sus diferentes 
conformaciones  de acuerdo con lo mencionado anteriormente. 
 
Además, se observó expresión débil en algunos de los clones virales.  Este nivel 
reducido de expresión puede atribuirse al número de copias del adenovector en la célula 
transfectada similar a lo reportado en la literatura, en el que recombinantes multicopias o 
clones aumentan los niveles de expresión de la proteína diana debido a la mayor 
cantidad de copias o de genes presentes en la célula. 
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Figura 3-12. Perfil electroforético de la expresión de los clones virales pAd/CMV/V5-
DEST + gen HA.   
 
Expresión de HA en células HEK-293A en condiciones no denaturantess. El círculo corresponde a bandas 
observada diferentes a los controles.  Líneas: 1. MPM, 2-8. Expresión de los clones recombinantes 
pAd/CMV/V5-DEST + gen HA, 9. Control negativo células HEK.293A sin transfectar, 10. Virus de influenza 
H1N1 clásico. 
 
El perfil de expresión fue confirmado por Inmunoblot usando un anticuerpo comercial 
dirigido contra la cola del epítope V5 de la proteína recombinante.  En el ensayo se 
evidenció un reconocimiento muy leve contra las colas de V5 en dos fragmentos a la 
altura entre 50-75kDa, peso aproximado a lo esperado para la proteína recombinante HA 
(Figura 3-13).  Compuesto por 65 kDa correspondientes a la cadena polipeptídica y 4,5 
kDa que provee la cola de V5.  Adicional se observo un reconocimiento positivo a un 
tamaño no esperado mayor de 250 kDa, posiblemente trímeros de HA. 
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Figura 3.13. Reconocimiento de las colas de V5 de la proteína HA expresada en células 
HEK-293A 
 
A. Electroforesis en gel de poliacrilamida. B. Inmunoblot contra las colas de epítope V5 presente en la 
proteína recombinante. Líneas: 1. Control Virus de influenza H1N1, 2. Control de células sin transfectar, 3-9. 
Clones recombinantes, 10. MPM. 
 
De acuerdo a los resultados, la mayoría de los clones virales presentaba el mismo perfil 
electroforético, a excepción de uno de ellos.  Teniendo en cuenta lo anterior se 
seleccionaron dos virus recombinantes: el clon viral A (línea 3, Figura 3-12), el cual 
presentaba un perfil igual a la mayoría de los clones pero con mayor concentración de 
proteína expresada y un Clon viral B (línea 7, Figura 3-12) el cual presenta diferencias 
entre los clones mencionados anteriormente.  
 
Como una primera aproximación para confirmar que los fragmentos observados en el 
perfil electroforético de las células infectadas correspondían a la proteína recombinante, 
se realizó inmunoblot empleando diferentes diluciones (1:100, 1:50, 1:25 y 1:10) de 
sueros provenientes de cerdos que habían sido inmunizados con un modelo experimental 
de vacuna inactivada de virus de influenza H1N1, los cuales presentaron un título por 
prueba de HI de 1:1280 (Mancipe, 2012).  Como se observa en la figura 3-14 y de 
acuerdo con lo esperado, a menor dilución del suero (mayor concentración de 
anticuerpo) se encontró un mayor reconocimiento hacia las proteínas del control positivo, 
siendo 1:50 la máxima dilución para los sueros evaluados que mostró un reconocimiento 
de  la HA en sus diferentes conformaciones. Los sueros de cerdo empleados 
reconocieron proteínas del control positivo (virus influenza H1N1 clásico) y algunas 
proteínas presentes en los controles negativos provenientes de células HEK-293A y 
MDCK.  Esta reacción a algunas de las proteínas en los controles negativos puede 
B 
 
A 
a 
a 
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atribuirse a la presencia de componentes provenientes del medio de cultivo   en que se 
obtuvo el virus utilizado para la  preparación del inóculo empleado en la preparación del 
biológico utilizado para inmunizar los cerdos  (Mancipe, 2012). 
 
En las células infectadas con virus recombinante se identificaron 6 fragmentos, los cuales 
no estaban presentes en ninguno de los controles negativos, indicando un 
reconocimiento hacia productos del pAd/CMV/V5-DEST + gen HA.  Estas bandas 
correspondieron a las observadas en el gel de poliacrilamida y mostraban tamaños 
aproximados: de 150, 75, 72 y 38 y 29 kDa para el clon viral A, y de >250, 100, 72, 65, 35 
y 29 kDa para el clon viral B. 
 
Tanto para el control positivo (virus H1N1 porcino clásico) como el clon viral B se observó 
el reconocimiento de dos banda de 72 y 65kDa aproximadamente, tamaño esperado para 
la proteína HA.  Igualmente se observó tanto en el control positivo como en el clon viral A 
un reconocimiento hacia unas banda de tamaño 75kDa y 150kDa. 
 
Figura 3-14. Reconocimiento de la proteína HA con sueros de cerdos inmunizados con 
un modelo de vacuna inactivada del virus de influenza porcino H1N1 clásico.   
 
Las bandas encerradas en el círculo representan proteínas reconocidas exclusivamente por sueros de 
cerdos serológicamente positivos al virus de influenza porcina y no están presentes en los controles 
negativos. A) Resultados de western-blot con suero de cerdo inmunizado en diferentes diluciones.  Líneas: 1. 
MPM., 2. Clon viral A, 3. Clon viral B. 5 -7 Control positivo (virus de influenza porcina clásico H1N1) Control 
positivo con dilución 1:25 es línea 5, 1:50 línea 6 y 1:10 línea 7, 10. Control células sin transfectar,  B) 
Western-blot con  suero de cerdo inmunizado en  una dilución 1:50.  Líneas: 1. MPM., 2 y 3 Clon viral A, 4. 
Clon viral  B. 5 y 6 Células HEK-293A sin transfectar, 8. Células MDCK, 9.Control positivo (virus de influenza 
porcina clásico H1N1). 
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Lo anterior permitió comprobar que los sueros de cerdos inmunizados con una vacuna 
inactivada de virus de influenza H1N1 clásico (Mancipe, 2012) están reconociendo 
proteínas de los clones recombinantes y del control positivo, que no están presentes en 
los controles negativos, siendo éstas posiblemente el producto del gen HA en sus 
diferentes conformaciones.  Con el fin de descartar reacciones inespecíficas y/o 
resultados de exposición previa de los cerdos a diferentes antígenos que pudieran 
resultar en reacciones cruzadas, se realizó un segundo experimento empleando 
muestras de sueros pre-calostrales de cerdo, lo cual garantiza la ausencia de anticuerpos 
maternos o la exposición previa de éstos animales a vacunas u otros antígenos.  Esto 
permitió evidenciar que no había ningún reconocimiento inespecífico hacia las proteínas 
de los clones recombinantes ni a los controles positivos o negativos cuando se empleó 
suero pre-calostral de cerdos, como puede observarse en la figura 3-15, corroborando de 
ésta manera los resultados observados previamente, los cuales  demuestran que hay un 
reconocimiento específico hacia las proteínas de los clones recombinantes, las cuales 
corresponden a la proteína HA del virus de influenza porcina del tipo H1. 
 
Figura 3-15. Western-blot de los clones virales con suero pre-calostral de cerdo.   
 
Reconocimiento negativo contra los clones virales, control positivo y negativo.  Líneas: 1. MPM 250kD, 2 y 3. 
Clon A, 4. Clon B, 5. Virus de influenza porcina H1N1, 6. Células HEK-293A, 7. Células MDCK. 
 
Como soporte adicional y debido a la falta de disponibilidad de un anticuerpo monoclonal 
contra la HA, se utilizó un anticuerpo específico contra el virus de influenza porcina 
75kDa 
50kDa 
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H1N1, utilizado como control positivo del kit de influenza H1N1 de IDEXX.  En la figura 3-
16 se muestra como éste anticuerpo reconoció únicamente proteínas específicas del 
virus de influenza como se evidencia en el control positivo (virus H1N1) y en los clones 
recombinantes.  Se demostró igualmente que no hubo reconocimiento de ningún 
componente en los controles negativos.  Evidenciando de ésta manera un 
reconocimiento específico de las proteínas de tamaños aproximados de 150, 75, 72 y 38 
kDa para el clon A; y de las proteínas de tamaño aproximados de 100, 72, 65 y 35 y 29 
kDa para el clon B.  Confirmando así que las proteínas mencionadas son proteínas que 
presentan epítopes específicos de HA del subtipo H1 del virus de influenza.  Se 
recomienda, sin embargo, la utilización de una anticuerpo monoclonal específico contra 
la HA con el fin de identificar rápidamente y establecer una caracterización  de los 
determinantes antigénicos presentes. 
 
Figura 3-16.  Reconocimiento de la proteína HA con anticuerpos específicos contra el 
virus de influenza porcina clásico H1N1, utilizando la técnica de inmunoblot 
 
Se observa el reconocimiento de 4 bandas que corresponden a oligomerizaciones y posibles conformaciones 
de la HA.  Líneas: 1. MPM de 250kD, 3. Clon recombinante A, 4. Clon recombinante B, 5. virus de influenza 
porcina H1N1, 6. células HEK-293A sin transfectar. 7. células MDCK. 
 
De acuerdo con los resultados presentados y con base en reportes disponibles en la 
literatura, se puede concluir que para el clon viral A la proteína de tamaño 150kDa podría 
corresponde a un dímero de HA, la de tamaño de 75 kDa correspondía a la HA completa 
monoglicosilada, un tamaño de 72kDa representaría la HA en su forma HA0 y las bandas 
de 38kDa y 30 kDa podrían corresponder a HA1 y HA2, respectivamente.  Para el clon 
viral B la proteína mayor de 250kDa y 100kDa podrían corresponder, respectivamente, a 
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un trímero y un dímero de la proteína HA, a su vez la banda de 72kDa podría 
corresponder a la HA completa monoglicosilada, a su vez la banda de 65kDa podría 
corresponder a la forma HA0, y las bandas de 35kDa y 29kDa  a la subunidad HA1 y 
HA2, respectivamente.  Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, 
donde la expresión de la proteína HA en un vector viral, como el baculovirus o el 
adenovector, se puede identificar en sus conformaciones, en tres bandas 
correspondientes a HA0, HA1 y HA2 (Kuroda, et al., 1986; Gao, et al. 2006; Cox, et al., 
2008; Alexander, et al., 2012).  Igualmente, Athmaram (2011) observó trímeros, 
monómeros de HA y sus subunidades al expresar la HA subtipo H1 en un sistema de 
levadura como vacuna. 
 
Inicialmente, se pensaba que el clivaje de la proteína HA en sus subunidades se debía a 
la presencia de proteasa en el suero; basándonos en investigaciones realizadas por 
Shimomura y colaboradores (1992), donde  hallaron que el factor recombinante humano 
de crecimiento de hepatocitos (r-HgGF) presentaba escisión.  Sin embargo, se ha 
comprobado que el suero presenta muchos inhibidores de proteasa (Gardner, et al., 
1994) y en recientes estudios, se ha observado que al expresar la proteína HA en un 
baculovirus en presencia o ausencia de suero fetal bovino se evidencia el clivaje de la HA 
(Elliot, 2012). 
 
Teniendo en cuenta que durante el proceso de infección por virus de influenza en un 
huésped natural, se produce una reducción en el pH dentro del endosoma, activando de 
esta manera la HA.  El pH ácido activa las proteasas necesarias para el clivaje de HA0 
en sus subunidades HA1 y HA2, que se considera un requisito previo para el éxito de la 
infección del virus influenza.  Basados en lo anterior, se podría sugerir que bajo 
condiciones in vitro, el pH ácido que presentaba el cultivo celular después de 48h post-
infección pudiera activar las proteasas presentes en el cultivo celular y traería como 
resultado el clivaje de la proteína HA en sus subunidades. Esta observación concuerda 
con lo evidenciado por Elliot (2012) al establecer que el clivaje de la proteína HA se 
presentaba en el cultivo de las células de insecto a un pH ácido. 
 
Por otro lado, la mezcla de trímeros y monómeros observados en el presente estudio 
podría ser atribuida a la influencia del pH extracelular, ya que se ha demostrado que el 
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pH extracelular influye en la trimerización y transporte de HA a partir de las células 
huésped de mamífero (Matlin, et al.1998). 
 
En cuanto a las diferencias en tamaños de la hemaglutinina H0 y a las bandas 
aproximadas de 72 y 75 kDa presentes en los clones, pueden corresponder a diferentes 
modificaciones pos-traduccionales o a diferencia en los patrones de glicosilación o en las 
cadenas de oligosacáridos laterales (Chen, et al., 2011).  La proteína HA experimenta 
varias modificaciones post-traduccionales, incluyendo la formación de enlaces disulfuro, 
(Chreighton, et al., 1988; Segal, et al., 1992), la adición de residuos N-glucosídicos, 
cadenas laterales de oligosacáridos (Keil, et al., 1985.) y acilación (Schmidt, et al., 1982).  
Igualmente, diferencias en los tamaños obtenidos han sido reportadas por Wesley 
(2004), quien encontró un tamaño menor de HA comparada al virus H3N2 al expresar la 
proteína HA del subtipo H3 en células HEK-293A.  
 
Estos resultados muestran que en el presente estudio se expresó la proteína HA en 
forma truncada, monoglicosilada y en sus conformaciones en un Adenovector usando un 
sistema eucariótico. 
 
3.5 Antigenicidad de la hemaglutinina evidenciada por su 
reconocimiento por sueros provenientes de cerdos 
de explotaciones de campo 
 
Los sueros de cerdos provenientes de explotaciones comerciales de campo, sin 
antecedentes de vacunación y serológicamente positivos al virus de influenza porcina por 
prueba de HI,  mostraron reacción positiva contra el virus de influenza porcina H1N1 
como se observó en el control positivo (virus H1N1) y en los clones recombinantes 
(Figura 3-17, A-F).  Demostrando así un reconocimiento específico por parte de los 
anticuerpos séricos en cada uno de los clones recombinantes (Clon viral A y B) contra los 
dímeros y trímeros de HA, la HA completa y sus subunidades, permitiendo confirmar de 
ésta manera la presencia de epítopes B conservados en la proteína recombinante. 
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La expresión de la proteína hemaglutinina del virus de influenza porcina clásica H1N1 en 
un sistema eucariótico (Adenovector), así como su reconocimiento por sueros de cerdos 
provenientes de campo, brinda un modelo para la generación de antígenos expresados 
en su forma natural como potenciales candidatos para el desarrollo de una vacuna que 
permita prevenir y controlar la diseminación del virus de influenza porcina H1N1 que 
induzca una respuesta inmune protectora, evitando además las posibilidades de 
reordenamiento genómico.  Aspecto fundamental para el sector porcícola de Colombia 
como alternativa para la prevención y el control de este agente. 
 
Figura 3-17.  Reconocimiento por sueros provenientes de cerdos de explotaciones de 
campo frente a los clones recombinantes.   
 
Se evidencia en todos los sueros el reconocimiento de las proteínas que están demarcadas en el círculo.  A-
F Sueros provenientes de cerdos de campo.  Líneas: 1. MPM de 250kD, 2. Clon recombinante A, 3. Clon 
recombinante B, 4. virus de influenza porcina H1N1,..  La figura G es el reconocimiento de los sueros hacia 
control de células transfectadas con adenovirus sin la proteína HA, bandas observadas igualmente para el 
control de células sin transfectar, 5. Células tranfectadas con adenovirus sin la proteína HA. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
Los resultados obtenidos en éste estudio muestran por primera vez en nuestro país el 
desarrollo de un modelo de vacuna de virus recombinante para el virus de influenza 
porcina en un adenovector, demostrando la expresión del gen HA de un virus de 
influenza A del tipo H1N1 clásico porcino, aislado en Colombia.  
 
El sistema empleado en la presente investigación permitió inferir la conformación de la 
proteína, como ocurre en condiciones naturales, observando la formación de trímeros y 
dímeros de HA y el clivaje en sus dos subunidades, 
 
Los resultados presentados demuestran el reconocimiento de la proteína HA por sueros 
provenientes de cerdos serológicamente positivos al virus de influenza porcina, como 
resultado de infección natural, confirman su antigenicidad y resaltan la importancia en su 
utilización como un inmunógeno potencial. Se recomienda llevar a cabo su 
caracterización para identificar regiones inmunogénicas potenciales que permitirán el 
desarrollo de una vacuna eficaz para la inducción de una respuesta inmune en cerdos. 
 
Los hallazgos  del presente trabajo proporcionan una evidencia de que la hemaglutinina 
expresada como proteína recombinante en un Adenovector es antigénica al presentar 
epítopes B conservados, que son reconocidos por anticuerpos adquiridos naturalmente 
en cerdos bajo condiciones de campo, como resultado de exposición natural al virus de 
influenza porcino H1N1, basados en el hecho de que en el país hay circulación del virus 
de influenza en la población porcina y de que no se emplea el uso de vacunación para su 
prevención.   
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Los resultados de las estrategias empleadas en el desarrollo del modelo de una vacuna 
de virus recombinante empleadas en éste estudio muestran que el uso de un vector de 
transferencia en la construcción del Adeno-recombinante facilita la clonación en correcta 
dirección del inserto bajo la expresión de un promotor. 
 
Igualmente se comprueba que el modelo de expresión en un sistema eucariótico, como el 
uso de adenovectores, permite la expresión de proteínas recombinantes que necesitan 
las modificaciones pos-transcripcionales y pos-traduccionales para plegamientos 
estructurales y conformaciones de epítopes importantes en el desarrollo de un vacuna 
recombinante. 
 
Los resultados provenientes de éste trabajo de investigación son promisorios para el 
desarrollo de una vacuna contra el virus de influenza porcina cuya versatilidad 
incrementa utilizando el modelo propuesto, donde se puede reemplazar el gen de la HA 
del subtipo H1 por aquel que se identifique en un momento determinado en un brote de la 
enfermedad, dando una alterativa potencial que podría ser empleada para el desarrollo 
rápido y oportuno de biológicos para el control de la infección por virus de la  influenza no  
solo de tipo porcino sino también para virus de influenza humano y aviar,  superando los 
posibles inconvenientes derivados de las vacunas inactivadas o el riesgo de potenciales 
rearreglos genéticos con virus circulantes cuando se usan vacunas de virus vivos 
atenuados. 
 
4.2 Recomendaciones 
Teniendo en cuenta la demostración de la capacidad antigénica de éste candidato a 
vacuna contra el virus de influenza in vitro, se recomienda llevar a cabo la obtención de 
anticuerpos específicos contra la proteína HA con el fin de poder identificar fácil y 
rápidamente la proteína en futuras investigaciones. 
 
Igualmente es recomendable realizar estudios que permitan la identificación de regiones 
que representen potenciales epítopes B, T y CTL que puedan servir como blancos en el 
desarrollo de una vacuna. 
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Es necesario evaluar la imunogenicidad del presente candidato a vacuna para determinar 
si la expresión de la HA en un adenovector es capaz de inducir una respuesta de 
anticuerpos neutralizantes  de tipo protectivo en el animal, esto con el fin de demostrar su 
uso como una vacuna efectiva en la protección contra la infección por virus de influenza 
en cerdos. 
 
Se recomienda igualmente continuar con estudios de caracterización molecular del virus 
de influenza porcina con el fin de tener información oportuna permanente que permita su 
utilización en el desarrollo y/o evaluación de biológicos dirigidos al control de ésta 
enfermedad de relevancia tanto a nivel nacional como internacional y que tiene 
implicaciones de gran impacto desde el punto de vista de salud pública. 
 
 
 

  
 
A. Anexo: Secuencia nucleotídica 
del gen HA en el Adenovector 
pAd/CMV/V5-DEST 
#Clon_recombinante_Adenovector    --- --C ATA GTA ACG CCA ATA GGG ACT TTC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CAT TGA CGT CAA TGG GTG GAG TAT TTA CGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAA ACT GCC CAC TTG GCA GTA CAT CAA GTG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAT CAT ATG CCA AGT ACG CCC CCT ATT GAC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GTC AAT GAC GGT AAA TGG CCC GCC TGG CAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAT GCC CAG TAC ATG ACC TTA TGG GAC TTT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CCT ACT TGG CAG TAC ATC TAC GTA TTA GTC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATC GCT ATT ACC ATG GTG ATG CGG TTT TGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CAG TAC ATC AAT GGG CGT GGA TAG CGG TTT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAC TCA CGG GGA TTT CCA AGT CTC CAC CCC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATT GAC GTC AAT GGG AGT TTG TTT TGG CAC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CAA AAT CAA CGG GAC TTT CCA AAA TGT CGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
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#Clon_recombinante_Adenovector    AAC AAC TCC GCC CCA TTG ACG CAA ATG GGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GGT AGG CGT GTA CGG TGG GAG GTC TAT ATA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGC AGA GCT CTC TGG CTA ACT AGA GAA CCC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ACT GCT TAC TGG CTT ATC GAA ATT AAT ACG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- -TT AAT ACG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ACT CAC TAT AGG GAG ACC CAA GCT GGC TAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ACT CAC TAT AGG GAG ACC CAA GCT GGC TAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TTA AGC TAT CA- CAA GTT TGT ACA AAA AAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TTA AGC TAT CAA CAA GTT TGT ACA AAA AAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CAG GCT GGC GCC GGA ACC AAT TCA GTC GAC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CAG GCT GGC GCC GGA ACC AAT TCA GTC GAC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGC AAA AGC AGG GGA AAA TAA AAG CAA CCG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGC AAA AGC AGG GGA AAA TAA AAG CAA CCG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAA TGA AGG CAA GAC TAT TAG TCT TGT TAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAA TGA AGG CAA GAC TAT TAG TCT TGT TAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GTG CAT TTG CAG CTA CAA ATG CAG ACA CAC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GTG CAT TTG CAG CTA CAA ATG CAG ACA CAC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAT GTA TAG GTT ACC ATG CAA ATA ACT CAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TAT GTA TAG GTT ACC ATG CAA ATA ACT CAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CCG ACA CAG TTG ACA CAG TAC TCG AGA AGA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CCG ACA CAG TTG ACA CAG TAC TCG AGA AGA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATG TAA CCG TGA CAC ACT CTG TTA ACC TGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATG TAA CCG TGA CAC ACT CTG TTA ACC TGC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TTG AAG ACA GCC ACA ACG GAA AAC TAT GTA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TTG AAG ACA GCC ACA ACG GAA AAC TAT GTA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAC TGG GAG GAA TAG CCC CAT TAC AAC TGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAC TGG GAG GAA TAG CCC CAT TAC AAC TGG 
 
Anexo A. Secuencia nucleotídica del gen HA en el Adenovector pAd/CMV/V5-
DEST 
71 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GGA AAT GTA ATA TTG CCG GAT GGC TCT TGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GGA AAT GTA ATA TTG CCG GAT GGC TCT TGG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAA ACC CAG AAT GCG ATT TGC TGC TCA CAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAA ACC CAG AAT GCG ATT TGC TGC TCA CAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGA GCT CAT GGT CCT ATA TTG TAG AAA CAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGA GCT CAT GGT CCT ATA TTG TAG AAA CAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CGG ACT CAG ATA ATG GGA CAT GTT ACC CAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CGG ACT CAG ATA ATG GGA CAT GTT ACC CAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAG ATT TCA TCG ACT ATG AAG AAC TGA GAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAG ATT TCA TCG ACT ATG AAG AAC TGA GAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGC AAC TGA ACT CAA TGT CAT CAT TCG AAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGC AAC TGA ACT CAA TGT CAT CAT TCG AAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAT TCG AGA TAT TTC CCA AGA CAA GCT CGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAT TCG AGA TAT TTC CCA AGA CAA GCT CGT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GGC CCA ATC ATG AAA CAA CCA AAG GTG TAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GGC CCA ATC ATG AAA CAA CCA AAG GTG TAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CGG CAG CAT GCC CCT ATG CTG GAG CAA GCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CGG CAG CAT GCC CCT ATG CTG GAG CAA GCA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GCT TTT ACA GAA ACT TAC TAT GGC TGG TAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GCT TTT ACA GAA ACT TAC TAT GGC TGG TAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGA AGG AAA ATT CAT ACC CAA AGC TTA GCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGA AGG AAA ATT CAT ACC CAA AGC TTA GCA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAT CCT ATG TTA ACA ATA AAG GAA AAG AAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAT CCT ATG TTA ACA ATA AAG GAA AAG AAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TCC TTG TGC TAT GGG GTG TTC ATC ATC CGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TCC TTG TGC TAT GGG GTG TTC ATC ATC CGC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CTA CCA GTA CTG ATC AAC AAA GTC TCT ATC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CTA CCA GTA CTG ATC AAC AAA GTC TCT ATC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAA ATG CAG ATG CTT ATG TTT CTG TAG GGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAA ATG CAG ATG CTT ATG TTT CTG TAG GGT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CAT CAA AAT ATT ACA GGA GGT TCA CTC CAG 
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#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CAT CAA AAT ATT ACA GGA GGT TCA CTC CAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAA TAG CAG CGA GAC CCA AAG TGA GAG GTC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAA TAG CAG CGA GAC CCA AAG TGA GAG GTC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGG CAG GGA GGA TAA ACT ATT ACT GGA CAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGG CAG GGA GGA TAA ACT ATT ACT GGA CAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAC TAG AAC CCG GAG ACA CAA TAA CAT TTG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TAC TAG AAC CCG GAG ACA CAA TAA CAT TTG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGG CAA CTG GAA ATT TAG TGG CAC CAA GAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGG CAA CTG GAA ATT TAG TGG CAC CAA GAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATG CTT TCG CAC TGA ATA GAG GTT CTG GAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATG CTT TCG CAC TGA ATA GAG GTT CTG GAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CCG GTA TCA TCA CTT CAA ACG CAC CAG TGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CCG GTA TCA TCA CTT CAA ACG CAC CAG TGC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATG ATT GTG ACA CGA AGT GTC AAA CAC CTC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATG ATT GTG ACA CGA AGT GTC AAA CAC CTC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATG GTG CCA TAA ACA GCA GTC TCC CTT TCC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATG GTG CCA TAA ACA GCA GTC TCC CTT TCC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGA ATG TAC ATC CAG TCA CAA TAG GAG AGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGA ATG TAC ATC CAG TCA CAA TAG GAG AGT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GCC CA- AGA TAC GTC AAG AGT ACC AAA TTA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GCC CA- AGA TAC GTC AAG AGT ACC AAA TTA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGG ATG GTT ACA GGA CTA AGA AAC ATC CCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGG ATG GTT ACA GGA CTA AGA AAC ATC CCA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TCT ATC CAG TCT AGA GGT CTG TTT GGA GCC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TCT ATC CAG TCT AGA GGT CTG TTT GGA GCC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATT GCC GGT TTT ATT G-A GGG GGG ATG GAC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATT GCC GGT TTT ATT G-A GGG GGG ATG GAC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGG ATT GAT AGA TGG ATG GTA TGG TTA CCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGG ATT GAT AGA TGG ATG GTA TGG TTA CCA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TCA TCA GAA TGG ACA GGG ATC AGG CTA TGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TCA TCA GAA TGG ACA GGG ATC AGG CTA TGC 
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#Clon_recombinante_Adenovector    AGC GGA CCA AAA GAG CAC ACA AAA TGC CAT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGC GGA CCA AAA GAG CAC ACA AAA TGC CAT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGA CGG GAT TAC TAA CAA GGT GAA TTC TGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGA CGG GAT TAC TAA CAA GGT GAA TTC TGT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TAT CGA GAA GAT GAA CAC GCA ATT CAC AGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TAT CGA GAA GAT GAA CAC GCA ATT CAC AGC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGT GGG TAA AGA ATT CAA CAA CCT AGA AAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGT GGG TAA AGA ATT CAA CAA CCT AGA AAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAG GAT AGA AAA TTT AAA TAA AAA AGT CGA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAG GAT AGA AAA TTT AAA TAA AAA AGT CGA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGA TGG ATT TCT GGA TAT TTG GAC ATA TAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGA TGG ATT TCT GGA TAT TTG GAC ATA TAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGC AGA ACT GTT AGT TCT ATT GGA AAA TGA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGC AGA ACT GTT AGT TCT ATT GGA AAA TGA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAG GAC TCT GGA TTT CCA TGA CTC AAA TGT 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAG GAC TCT GGA TTT CCA TGA CTC AAA TGT 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAA GAG CCT GTA TGA GAA AGT AAG AAG CCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAA GAG CCT GTA TGA GAA AGT AAG AAG CCA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ACT AAG GAA TAA TGC CAA GGA AAT CGG GAA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ACT AAG GAA TAA TGC CAA GGA AAT CGG GAA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGG ATG CTT TGA ATT CTA CCA CAA ATG TGA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGG ATG CTT TGA ATT CTA CCA CAA ATG TGA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TGA TGC ATG CAT GGA AAG CGT CAG AAA TGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TGA TGC ATG CAT GGA AAG CGT CAG AAA TGG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAC TTA TGA TTA CCC AAA GTA TTC AGA AGA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAC TTA TGA TTA CCC AAA GTA TTC AGA AGA 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    ATC AAA ATT GAA CAG AGA AGA AAT AGA TGG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 ATC AAA ATT GAA CAG AGA AGA AAT AGA TGG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AGT GAA ATT GGA ATC AAT GAT GGT CTA TCA 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AGT GAA ATT GGA ATC AAT GAT GGT CTA TCA 
 
74 Antigenicidad de la Hemaglutinina del Virus Influenza Porcina Subtipo 
(H1N1) Clásico como Candidato a Vacuna en un Vector de Expresión en 
Células de Mamífero 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    GAT TCT GGC GAT CTA TTC AAC CGT CGC CAG 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 GAT TCT GGC GAT CTA TTC AAC CGT CGC CAG 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TTC ACT AGT ACT GTT AGT CTC CCT GGG GGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TTC ACT AGT ACT GTT AGT CTC CCT GGG GGC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    AAT CAG CTT CTG GAT GTG TTC TAA TGG GTC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 AAT CAG CTT CTG GAT GTG TTC TAA TGG GTC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    TTT GCA GTG CAG AAT ATG CAT T-G AT- ATC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 TTT GCA GTG CAG AAT ATG CAT T-- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    -AT C-T AG- ACC -CA G-C TT- TCT -TG T-A 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- ACC -CA G-C TT- TCT -TG T-A 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CA- AAG -TT G-G AA- TTA -TA A-G AA- AGC 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CA- AAG -TG G-T TG- ATC -TA G-A GG- GCC 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    -AG A-G CA- TAG -CA A-T TT- GGT -GC A-A 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 -CG C-G GT- TCG -AA G-G TA- AGC -CT A-T 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    CG- AAC -AG G-T CA- C-- --- --- --- --- 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 CC- CTA -AC C-C TC- TCC TCG GT- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
 
#Clon_recombinante_Adenovector    --- --- -- 
#Esperado_VIRUS4CONTING_con_antiv5 --- --- -- 
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